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Uber den Abbau des Ovalbumins durch Hypobromit. 
(9. Mitteilung tiber Proteine.) 


Von 
Stefan Goldschmidt, Rud. R. Wolff, L. Engel und Emil Geriseh. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organischen Laboratorium der Techn, Hochschule Karisrule ) 


(Der Redaktion zugegangen am 5, April 1930.) 


Vor einigen Jahren hat der eine von uns (G.)!) mit seinen 
Mitarbeitern begonnen, die Kinwirkung von Hypobromit auf 
Proteine in alkalischer Lésung zu studieren. Die Arbeiten 
waren geleitet von dem Bestreben, an Stelle der fast immer ver- 
wendeten Hydrolyse durch Laugen, Siiuren oder auch Enzyme, 
welche die NH—CO-Bindungen aufspalten, ein Reagens an- 
zuwenden, das nur an bestimmten Stellen, vielleicht unter Auf- 
spaltung noch unbekannter Bindungen, die Molekiile der Proteine 
auseinanderschlagen wiirde. Es hat sich dabei gezeigt, daB 
von Proteinen, wie z. B. Ovalbumin, eine betrichtliche 
Menge Hypobromit in sehr schneller Reaktion ver- 
braucht wird, waihrend der weitere Verbrauch von Hypo- 
bromit nur ganz langsam und allmiahlich stattfindet. 
Aus Versuchen an Modellbeispielen?) hat sich ergeben, daB im 
allgemeinen die Polypeptidbindung durch Hypobromit unangegriffen 
bleibt; vielmehr kommt eine Kinwirkung nur zustande, wenn die 
Polypeptide freie Aminogruppen enthalten.*) Es ist also zu er- 
warten, daB bei polypeptidartigem Aufbau in der Hauptsache die 
Proteine durch Hypobromit da, wo freie Aminogruppen im Molekiil 
vorliegen (Lysin, Arginin), angegriffen werden. Dagegen sollten 


) Ber. chem. Ges. 58, 1346 (1925). 

*) Liebigs Ann. 456, 2 (1927); 471, 1 (1929). 

’) Eine Ausnahme bilden nur gewisse Ureide [vgl. Brigl, Held u. 
Hartung, Diese Z. 152, 230 (1925)], z. B. Carbonyl-bis-Glyeylglycin. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIX, 13 
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Polypeptidbindungen nicht aufgespalten werden.'!) Aus dem be- 
trichtlichen Hypobromitverbrauch 1aBt sich aber errechnen, 
daB sich die EKinwirkung des Hypobromits noch auf 
andere Stellen des Molekiils erstrecken mub, die sich 
vorliufig noch nicht definieren lassen. 


Vierstundenabbau durch Hypobromit. 


Trotzdem der wichtigste Teil der Kinwirkung des Hypo- 
bromits sich im Verlauf weniger Minuten vollzieht, haben wir 
zunichst die Kinwirkung lingere Zeit fortgesetzt, weil wir einmal 
hofften, so kleinere Spaltstiicke von Bedeutung und besonderer 
Bestiindigkeit gegen das angewandte Reagens zu erhalten und, 
weil die Aufarbeitung groBer, schiiumender Fliissigkeitsmassen, 
wie man sie beim Kurzabbau erhilt, zuerst erhebliche Schwierig- 
keiten bot. Wie bereits friiher festgestellt wurde, setzen sich 
die Abbauprodukte zusammen aus einer Anzahl nieder- 
molekularer Substanzen, die in Ather léslich sind, und aus 
einer hOhermolekularen Proteinfraktion, in der der Amino- 
stickstoff sehr gering ist. 

Die itherléslichen Abbauprodukte bestehen aus Nitrilen, 
wie z. B. Valeronitril, und Siiuren, von denen Essigsiure, 
Benzoesiure und Bernsteinsiure nachgewiesen sind. Die 
hdhermolekularen Produkte, wie man sie beim Kindampfen des 
gesamten Hypobromitabbaues erhilt, lassen sich durch ver- 
schiedene Fiallungsmittel in einzelne Fraktionen unterteilen, wie 
aus folgender Tabelle hervorgeht. 

Untersucht man in den einzelnen Fraktionen die Stick- 
stoffverteilung nach van Slyke auch nach der Hydrolyse, so 
findet man, daB diese Unterschiede in ihrer Zusammensetzung auf- 
welsen; so sind z. B. die Diaminosiuren nur in der Phos- 
phorwolframsiure (Fraktion II) enthalten. 


') Dab die Guanidogruppe des Arginins Hypobromit verbraucht, 
war schon in den ersten Arbeiten in Erwiigung gezogen und ist nur nicht 
besonders zum Ausdruck gebracht worden. Brig] und Mitarbeiter haben 
experimentell nachgewiesen [Diese Z. 173, 129 (1928)], daB Arginin an der 
Guanidogruppe angegriffen wird. Wir glauben, durch die vorliegende 
Arbeit und eine gleichzeitig erscheinende Arbeit iiber die Konstitutivn des 
Seidenfibroins [Liebigs Ann. 480, 263 (1930)] trotzdem und entgegen einer 
von Brigl geiiuBerten Ansicht den Nachweis erbracht zu haben, daB das 
Studium des Hypobromitabbaus an Proteinen fiir deren Konstitutionsproble 
nicht zwecklos ist. 















































Uber den Abbau des Ovalbumins durch Hypobromit. 
Hoéhermolekulare Abbauprodukte. 
| (verd. Sdure) 
v Y 
Wasserunlésliche Fraktion Loésliche Fraktion 
(I) | | (Phospborwolframs&ure) 
ela ~— — 
\ Filtrat d. Phosphorwolfram- 
siiurefillun 
Phosphorwolframsiuref iillung ‘ 
' (Fraktion II) |  letaceta 
ca aaa aa dase geet psa ener Pessnrere 
| Y Y 
r Bleiacetatfillung Filtrat der Bleiacetatfillung 
| (Fraktion III) (Fraktion IV) 
b] 
, Vierstundenabbau von Ovalbumin.!) 
y. 
> a A ~ on ren 
h 1 >) a Vs 1 ty 
: Unlésliche ; hosphor Bleiacetat- : lta at der 
a wolframsiiure- fraktion III Bleiacetat- 
1S en fraktion 11 | ff@ktion II fraktion IV 
)- a = cremate —_ —_—= = 
Vor der Hydrolyse. 
n, Stickstoff . | 10,38 14,78 5,91 6,72 
e, Amino + NH,-Stick- ; 
‘ stoff . . . 10,0 55,17 39,18 23,45 
ine Freies NH, 0,60 43,90 - 9,30 
Aminostickstoli . . 10,00 11,27 — 14,15 
v1 
sa Nach der Hydrolyse. 
Melaninstickst off 9,59 1,80 1,95 1,35 
- NH,-Stickstoff 26,61 46,71 86,77 56,46 
“ Basenstickstoff 0,00 3,40 0,00 0,00 
if Filtrat der Basen- 
wal fillung: Gesamt- 
OS- stickstoff . | 63,10 48,80 62,57 43,83 
Aminostickstotf . 43,76 32,00 46,81 26,55 
Nicht -Aminostick- 
stoff 19,34 16,80 15,76 17,28 
cht, 
jicht Auf Grund dieses analytischen Befundes haben wir dann 
die einzelnen Fraktionen auch priparativ auf ihre Zusammen- 
er ° . ° 
ad setzung untersucht. Zu diesem Zweck wurden die einzelnen 
des Fraktionen hydrolysiert, die entstandenen Aminosiiuren in ihre Ester 
einer ibergefiihrt und diese der fraktionierten Destillation unterworfen. 
das = 
ple ') Unterlagen vgl. Dissert. K. Martin, Karlsruhe 1928. Die Zahlen 





geben Prozente des Gesamt-N. 





13° 
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Fraktion I: Diese am besten charakterisierte Fraktion 
besteht nur aus Leucin, Phenylalanin und Glutaminsiure, wie 
aus der Zusammenstellung zu ersehen ist. Den Hauptbestandteil 
bildet Leucin, das zu etwa 85°/, enthalten ist. 

Fraktion II: Die Mengen, die von dieser Fraktion er- 
halten worden sind, sind sehr klein. Sie bestehen in der Haupt- 
sache aus Phenylalanin, dessen Anteil etwa 80°/, betriigt. Von 
den Diaminosiuren ist in dieser Fraktion nur Arginin praparativ 
nachgewiesen worden. 

Fraktion III: Diese besteht aus Leucin, Glutaminsiure 
und Phenylalanin. Wie der Vergleich der Aminostickstoff- 
bestimmung vor und nach der Hydrolyse ergibt, kann das Mindest- 
molekulargewicht dieser Fraktion nicht allzu hoch liegen. 

Fraktion IV: Diese enthilt alles, was durch Phosphor- 
wolframsiiure und Bleiacetat nicht gefallt wurde, sowie alle an- 
organischen Verunreinigungen. Ihre Hinheitlichkeit ist am wenig- 
sten gewiilrleistet. 


Aus den Estern erhaltene Aminosiuren. 





Kurzabbau 











1400 g Albumin, Vierstundenabbau 
, Abbauprod. A 

Fraktion I | Il | im | Iv 140 ¢ 
Aminosiuresirup . 160g 22¢g 2g | — _ 
Alanin ... . _ — ;o— }-— te 
Valin. . . . . | Spuren 5%), — | 6 °/, 10 °/, 
Levein ... . 85% | 15% | 15% | 20%, 79 
Prolin . . . . | Spuren | — ; oo — — 
Glutaminsiiure . | 5°/, | Spuren | 25 */, 24°, 8 °/, 
Phenylalanin . . | 9% | 80%, | 60% | 50%, i 


Kurzabbau des Ovalbumins durch Hypobromit. 


Die Feststellung, die zunichst am Vierstundenabbau gemacht 
wurde, da8B einzelne nach Art und Verteilung der Amino- 
siuren verschiedenartige Fraktionen entstehen, war Ver- 
anlassung, die beim Kurzabbau des Ovalbumins bestehenden 
Schwierigkeiten zu iiberwinden. Wir verfahren nun auch hier so, 
daB wir nach der kurzen Einwirkungszeit das iiberschiissige Hypo- 
bromit durch Wasserstoffsuperoxyd zerstéren und dann ansduern. 
Dabei erhilt man einen unldslichen, gelblich weiBen Niederschlag 
und eine wiiBrige Lisung, die sich nach dem Kindampfen weiter 
fraktionieren laBt, wie die nachfolgende Ubersicht zeigt. 




















Uber den Abbau des Ovalbumins durch Hypobromit. 


Kurzabbau des Albumins. 





| | Sdiure 
Y 7 
Niederschlag Filtrat (C) 
etwa 20°, d. angew. Albumins | | dialysiert 
| (60°/oiger Alkohol) ~— eet | 
” Y Y 
| _— Dialysenriickst.(C) Dialysat (D) 
Y Y Y | | (Phosphorwolframsdure) 
Ungeloést Abb.-Prod. (B) oe 
Abb.-Prod. (A) Y Y 
Fillung Filtrat 
| | (Zorsetzung mit Amylalkohol-Ather) 
y y 
Ungelost Gelodst 


Man ersieht daraus, daB auch beim Kurzabbau eine 
Reihe von Fraktionen entstehen, die schon durch ihre 
physikalischen Kigenschaften gut voneinander unter- 
schieden sind. 

Wir haben zunichst den am leichtesten zugiinglichen Teil 
des Gesamtabbaues, nimlich den durch Siure ausgefillten 
Niederschlag einer eingehenden Untersuchung unterzogen. Diese 
Fraktion, die sich vom Albumin selbst durch ihre Unldslichkeit 
in Wasser unterscheidet, liBt sich in zwei scharf voneinander 
unterschiedene Teile zerlegen. Der eine (A) ist in 60°/,igem 
Alkohol nahezu unléslich, wihrend der. andere (8) davon leicht 
aufgenommen wird. Es scheint, daB diese beiden Fraktionen 
genetisch miteinander verknipft sind in dem Sinne, daB Frak- 
tion B durch weiteren Abbau von 4 entsteht. Dies kann man 
aus dem Mengenverhiltnis, in dem 4 und B bei zeitlicher Ver- 
ainderung der Kinwirkung des Hypobromits entstehen und aus 
dem Vergleich der analytischen Ergebnisse folgern. Eine sichere 
Beweisfiihrung wird sich erst bei der vollstindigen priiparativen 
Durcharbeitung des Kérpers B ergeben, mit der wir noch be- 
schiiftigt sind.?) 


Elementaranalysen. 


C H N S Br O 
Korper A 48,6 7,0 13,4 1,85 4,6 24,5 
» B 449 67 1,2 — 5,00 — 


1) So wurde z. B. schon festgestellt, daB er zum gréBten Teil aus 
Leucin aufgebaut ist. 
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Abhingigkeit der Mengen A und / von der Einwirkung 
des Hypobromits. 



































Gewichts-?/, d ; :; ; : 
pang nae 3 Min. 5 Min. 7,5 Min. 10 Min. 
angew. Albumins 
Korper A 13,2 9,5 7,3 3,6 
~ 11,40 10,40 10,6 9.6 
A+B | 246 | 199 | 17,9 | 13,2 
Stickstoffverteilung nach van Slyke (Kurzabbau). 
Abbauprodukt A Abbauprodukt B 
3 Min. I!)|} 5 Min. I) 5 Min. II?) | 5 Min. I*)} 5 Min. IL?) | Albumin 
Gesamt-N }| 13,42 13,50 | 13,56 13,17 13,50 15,00 
Amid-N’) | 21,01 21,70 22,70 22.10 22.60 9,20 
Humin-N ‘) 1,67 2,02 1,83 1,96 2,16 2,40 
Monoaminosiiuren. 
Gesamt-N] 69,40 68,50 | 67,80 67,90 67,70 67,60 
Amino-N%)} 88,50 91,00 92,40 94,30 91,50 97,00 
Diaminosiuren. 
Gesamt-N?)] 8,90 8,25 | 8,45 6,99 | 6,71 | 22,10 
Amino-N‘*)| 77,70 78,20 _ 54,40 | — | 50,70 
Arginin-N®)} 18,70 18,18 ‘ 32,30 | | 58,10 
Lysin-N = ~0 - | ~- 45,10 
Cystin-N") —_ 69,50 — | —~ 26,60 














DaB die beiden Kérper 4 und & noch hochmolekular sind, 
ergibt sich aus ihren Kigenschaften, wie zB. aus dem Gehalt 
an Aminostickstoff und Brom. So wiirde sich fiir Kérper 4 aus 
dem Bromgehalt ein Mindestmolekulargewicht von etwa 1800°%), 


1) Abbauprodukte aus kiuflichem Albumin. 

*) Abbauprodukte aus Albumin, das aus frischen Hiihnereiern her- 
gestellt war. 

3) In Prozenten des Gesamtmonoamino-N. 

4) In Prozenten des Gesamtdiamino-N. 

*) Der Arginin-N ist mit gewissen Unsicherheiten behaftet, denn bei 
der Zugabe von Lauge bildet sich stets eine pyridinartig riechende Sub- 
stanz, die iibrigens auch bei der Hydrolyse von Albumin und anderen 
Proteinen festzustellen ist, wir werden darauf noch zuriickkommen. 

‘) Berechnet aus dem Schwefelgehalt in Prozenten des (resamt- 
diamino-N. 

7) In Prozenten des Gesamt-N. 

*) Da A nie ganz aschefrei erhalten wird, ist der Bromgehalt sicher 
etwas zu hoch, das daraus errechnete Mindestmolekulargewicht zu klein. 
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aus dem Gehalt an Amino-Stickstoff ein solches von etwa 2400 
ergeben. 


Praparative Durcharbeitung des Abbauproduktes 4. 

Der Korper 4 enthilt Monoaminosiuren und Diamino- 
siuren. Bemerkenswert ist wiederum, dai yon den _ heraus- 
gearbeiteten Monoaminosiiuren 79°/, aus Leucin bestehen, und 
daB er auBerdem nur Phenylalanin und Glutaminsiure ent- 
hilt. Der Gehalt an Diaminosaurestickstoff ist gegeniiber dem 
des urspriinglichen Albumins stark vermindert (etwa auf !/,). Der 
Diaminosiurestickstoff verteilt sich auf Arginin und Cystin, 
das den Hauptanteil desselben bildet. Dies laBt sich aus der 
Analyse nach van Slyke und aus der Schwefelbestimmung er- 
rechnen. Vollstiindig verschwunden ist, wie zu erwarten war, 
das Lysin. Bemerkenswert ist, da& der Kérper 4 ebensoviel 
Schwefel enthilt wie das Albumin selbst, denn, wie friiher ge- 
zeigt, wird bereits bei sehr kurzer Kinwirkung der unterbromigen 
Siure auf Albumin ein erheblicher Teil des Schwefels in die 
Verbindung C,Br,SO, iibergefihrt. 


Wasserloslicher Teil. 

Der Stickstoff des wasserléslichen Teiles der Abbauprodukte 
verteilt sich zu einem kleineren Teil (etwa 35°/,) auf nieder- 
molekulare Kérper, die durch Dialyse sich ziemlich schnell ent- 
fernen lassen, zu einem groBeren Teil (etwa 65°/,) auf hoch- 
molekulare Produkte, die nicht durch eine Pergamentmembran 
diffundieren. Dies zeigt die folgende Dialysenkurve, aus der 
zu ersehen ist, daB bereits nach einem T'age die Abgabe von 
Stickstoff durch Dialyse zum Stillstand kommt. Wir dachten 
daran, daB der im Dialysat befindliche Stickstoff in der Haupt- 
sache in Form von Ammoniak enthalten sei. Dies ist aber nur 
zum kleinen Teil der Fall. Der Hauptteil muB in einer Form 
vorliegen, die nur sehr wenig freien Ammoniakstickstoff enthilt 
(7,9 °/, Aminostickstoff vom Gesamtstickstoff). 

Der hochmolekulare Teil der léslichen Produkte laBt sich 
dann nochmals weiter aufteilen. So werden etwa 60°/, des darin 
vorhandenen Stickstoffs durch Phosphorwolframsiiure nieder- 
geschlagen. Auch dieser Niederschlag zerfillt nochmals in 
2 Anteile, die sich dadurch voneinander unterscheiden, daB der 
eine bei der iiblichen Behandlung mit Amylalkohol—Ather zersetzt 
wird und in Lésung geht (etwa 60°/, des im gesamten Nieder- 
schlag vorhandenen Stickstoffs), wihrend der andere dies nicht tut. 
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Mit der priiparativen Durcharbeitung vom Abbauprodukt B, 
sowie des léslichen Teiles der Abbaufraktion sind wir zur- 
zeit beschiiftigt. Soweit wir feststellen konnten, ist auch in B 
Leucin ganz betrichtlich angereichert, wiihrend in den beiden 
Teilen des Phosphorwolframsiureniederschlages betricht- 
liche Mengen von Phenylalanin enthalten sind. Wir hoffen, 
dariiber demniichst berichten zu kénnen. 


£00 | sik cacao aan aaa 





g Sxstoff, ———_—_—» 


as AK Er Kurve | 





0 ~—«<CY 


Zeit in Sunde . Se 


Dialyse des wasserléslichen Teiles des Kurzabbaues von Albumin. 


SchluBfolgerungen aus den Ergebnissen. 


Das Ziel des Hypobromitabbaues ist, wie schon erwahnt, eine 
Zerteilung von Proteinmolekiilen in kleinere Spaltsticke, 
die nach Art und Mengenverhiltnis der am Aufbau beteiligten Amino- 
siiuren unterschieden sind, um so Riickschliisse auf den Aufbau der 
Proteine ziehen zu kénnen. Es ist deshalb wichtig, sich dariiber 
klar zu werden, ob die erhaltenen Ergebnisse der Untersuchungen 
am Ovalbumin in diesem Sinne sprechen, oder aber ob daraus 
zu schlieBen ist, dab der Angriff des Hypobromits nur an 
den freien Aminogruppen des Molekiils erfolgt. Ist letzteres 
der Fall, so wiire zu erwarten, da® durch den Abbau neben 
kleinen Spaltstiicken hochmolekulare Produkte entstehen, die sich 
vom Albumin nur dadurch unterscheiden, daB in ihnen diejenigen 
Aminosiiuren fehlen, die Triiger der freien Aminogruppen sind. 
Wird dagegen das Proteinmolekiil durch das Hypobromit an ganz 
bestimmten Stellen zerschlagen, so miissen eine Anzahl von- 
einander durch ihre physikalischen Eigenschaften und die aul- 
bauenden Bestandteile unterschiedene Fraktionen gebildet werden. 
DaB dies der Fall ist, folegt aus den Ergebnissen des Fiinfminuten- 
und des Vierstundenabbaues, insbesondere, wenn wir die ul- 
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léstichen Fraktionen (4 und B bzw. I) betrachten und miteinander 
vergleichen. Diese Fraktionen sind dadurch charakterisiert, dab 
sie in der Hauptsache nur aus Leucin, Phenylalanin und Glutamin- 
siure aufgebaut sind. In ihnen ist also gegeniiber dem Ovalbumin 
selbst eine starke Anreicherung von Leucin eingetreten. Dab 
diese Anreicherung nicht etwa durch eine Zerstérung anderer 
Aminosiuren bedingt ist, folgt aus der Untersuchung der anderen 
Abbaufraktionen.?) 

Diesen Feststellungen gegeniiber erscheint zunichst die Be- 
antwortung der Frage, an welchen Stellen des Molekiils und durch 
welche Bindungen (Ringsystem?) die Aufsprengung der Proteine 
erfolgt, von sekundirer Bedeutung. Man kénnte geneigt sein, 
sich dariiber schon jetzt bestimmte Vorstellungen zu bilden; wir 
wollen aber auf die Erérterung solcher Vorstellungen verzichten, 
bis die experimentellen Grundlagen besser durchgearbeitet sind. 

Ks erscheint weiterhin méglich, die Stellung einzelner Amino- 
siuren im Gesamtbau des Ovalbumins auf Grund ihres Schicksals 
im Verlaufe des Hypobromitabbaues zu diskutieren. 

Diaminosiéuren: Das Lysin, dessen eine Aminogruppe ja 
im freien Zustande vorliegt”), wird durch Bromabbau aubBer- 
ordentlich schnell zerstért. Dem gleichen Schicksal unterliegt 
das Arginin durch seine freie Guanidogruppe; aber die Bindung 
des Arginins kann nicht durchaus gleichartig im Ovalbumin sein; 
denn wihrend der gréBte Teil auBerordentlich schnell verschwindet, 
ist ein kleinerer Teil desselben (Fraktion II) auch nach 4 Stunden 
noch nachzuweisen. Auch der Schwefel des Ovalbumins kann 
nicht in einheitlicher Bindung vorliegen, weil nur ein Teil des- 
selben wiederum in sehr schneller Reaktion der Oxydation unterliegt. 

Monoaminosaduren: Es ist zu erwarten, daB bei der 
Reaktion die beiden Aminosiiuren Tryptophan und ‘T'yrosin in 
iihnlicher Weise der Halogenierung unterliegen wie bei der Kin- 
wirkung von freiem Halogen. Dies scheint tatsichlich der Fall 
zu sein, denn es ist uns nicht gelungen mit den iiblichen Be- 
stimmungsmethoden ’) T'yrosin und Tryptophan im Kurzabbau des 

') DaB auch bei anderen Proteinen durch Hypobromit eine Fraktionie- 
rung der aufbauenden Bestandteile erzielt wird, ergibt sich aus einer gleich- 
zeitig erscheinenden Arbeit tiber den Abbau des Seidenfibroins, in der 
gezeigt wird, daB sich durch Hypobromit ein nur aus Alanin und Glykokoll 
aufyebauter Anteil herausschilen liBt [Liebigs Ann. 480, 263 (1930)). 

*) Goldschmidt u. Kinsky, Diese Z. 183, 244 (1929). 

*) Biochem. Z. 198, 379 (1928); Liebigs Ann. 163, 185 (1927); Z. anal. 
Ch. 77, 463 (1929). 
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Albumins im loslichen wie im unlislichen Teil nachzuweisen. 
Dagegen ist zu schlieBen, daB die Abbauprodukte 4 und B wegen 
ihres Halogengehaltes eine oder beide Aminosiuren in _haloge- 
nierter Form enthalten. 

Wie schon erwihnt, muB man annehmen, daB das Abbau- 
produkt 4 des Kurzabbaues und Fraktion I des Finfstunden- 
abbaues genetisch miteinander zusammenhiingen. Die beiden 
Abbauprodukte miissen wohl im _ wesentlichen polypeptidartig 
aufgebaut sein. Man sieht dann, da’ im Verlauf des langeren 
Abbaues in der Hauptsache Valin und die noch vorhandenen 
Diaminosiiuren abgesprengt bzw. zerstért werden. Aus dem 
experimentellen Befund wiire auch zu folgern, daB Glutaminsiiure 
im Verlauf des langen Abbaues verschwindet, weil sich das Ver- 
hiiltnis Glutaminsiure: Phenylalanin verschiebt, indessen ist diese 
Verschiebung nicht so betriichtlich, daB wir sie fiir absolut be- 
weiskriftig halten. 

Ammoniakstickstoff: Simtliche Abbauprodukte sind da- 
durch gekennzeichnet, daB durch EKinwirkung von Laugen sehr 
viel mehr Ammoniak abgespalten wird als aus dem Albumin 
selbst, und zwar steigt die Menge abspaltbaren Ammoniaks 
proportional der Einwirkungsdauer des Hypobromits. 
Die Art der Bindung dieses abspaltbaren Ammoniaks steht noch 
nicht sicher; jedenfalls aber liegt es bestimmt nicht in séureamid- 
artiger Bindung (—CO—NH,) in den Abbauprodukten selbst vor, 
da diese ja durch Hypobromit zerstirt sein miBte. Wenn in dem 
Ovalbumin lingere Polypeptidketten vorhanden sind, so liegt es 
nahe, zu schlieBen, daB der Abbau derselben in ahnlicher Weise 
erfolgt wie dies von einem von uns (Goldschmidt) an zahl- 
reichen Modellbeispielen festgestellt worden ist.') Deren Abbau 
vollzieht sich so, daB die Aminosiiure mit freier Aminogruppe in 
Form eines Nitrils (II) abgespalten wird und daB der iibrig- 
bleibende Rest durch Entstehung eines Dehydrohydantion- 
ringes (III) der weiteren Kinwirkung des Hypobromits entzogen wird. 

Dessen Hydrolyse mit Alkali liefert dann Ammoniak und 
Ketosiiure (IV). Wir haben deshalb unsere Spaltstiicke auch siets 
auf die Bildung von Ketosiiuren bei der Hydrolyse untersucht. 
Kin Nachweis von solchen ist uns jedoch bis jetzt noch nicht 
eelungen. Man darf also daraus wohl schlieBen, daB sie bestimmt 
nicht in einer Menge entstehen, die dem abgespaltenen Ammoniak 


') Liebigs Ann, 486, 1 (1927); 471, 1 (1929). 
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Uber den Abbau des Ovalbumins durch Hypobromit. 
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entsprechen wiirde. Wir erwarten auch in diesem Punkt weitere 
Aufklarung von der Fortfiihrung der Untersuchungen, mit der 
wir beschiftigt sind. 


Der Forschungsgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
sprechen wir fiir die Bereitstellung erheblicher Mittel zur Durch- 
fihrung unserer Untersuchungen unseren verbindlichsten Dank 
aus. Herrn Dr. Martin sind wir fiir seine Hilfe durch Aus- 
fihrung einiger Analysen nach van Slyke zu Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche. 


Vierstundenabbau des Ovalbumins mit Hypobromit. 


700 g Ovalbumin wurden in der friiher angegebenen Weise’) in Por- 
tionen von je 100 g bei 0° durch Hypobromitlésung abgebaut, der Alkali- 
gehalt der Versuchslisung lag stets zwischen 0,1 und 0,2-n. Nach 4stiin- 
digem Stehen bei 0° wird das iiberschiissige Hypobromit durch 30°/,iges 
Wasserstoffsuperoxyd zerstért und mit verdiinnter Schwefelsiiure angesiiuert, 
bis Kongopapicr blau wurde. Dabei auftretendes freies Brom wird durch 
Zugabe von etwas Thiosulfat entfernt, um nachtriigliche Bromierung zu 
vermeiden. Es ist deshalb auch zweckmiibig, durch sorefiltige Herstellung 
der Hypobromitlésung den Bromatgehalt mdglichst gering zu halten. Die 
groBen Fliissigkeitsmengen wurden im Vakuum bei méglichst niederer Tein- 
peratur in einer Apparatur eingedampft, die ganz ilnlich der von Jantzen 
und Schmalfuss?) angegebenen war; als Eindampfgefi8 wurde ein innen 
versilberter Kupferkessel benutzt. Zur Vermeidung des starken Uber- 
schiumens der Fliissigkeit hat sich am zweckmiibigsten in das Abdampf- 
rohr langsam eintropfender Amylalkohol erwiesen, der aus dem Destillat 
zum Teil wiedergewonnen werden kann. Sobald sich im Destillationsgefib 
groBere Mengen von Bromkalium abgeschieden hatten, wurden diese ab- 
cesaugt und das Filtrat weiter eingedampft. Man erreichte dadurch, dab 
das Kindampfen rascher von statten ging, und daB sich der schlieBliche 
') Liebigs Ann. 456, 30 (1927). 

2) Chem. Fabrik 25, 373 (1928); 26, 389 (1928). 
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Destillationsriickstand leichter aus der Blase entfernen lieB. Den ver- 
einigten getrockneten Riickstinden wurde durch wiederholtes Auskochen 
mit 70°/,igem Alkohol die gesamte organische Substanz entzogen. Die 
Hauptmenge Bromkalium, die bei der Weiterverarbeitung recht stérend ist, 
wird durch wiederholtes Eindampfen und folgendes erneutes Extrahieren 
mit 70°/,igem Alkohol zum gré8ten Teil entfernt. 

Fraktion I: Der auf etwa 500 ccm eingeengte Alkohol- 
extrakt aus 700 g Albumin wurde mit viel Wasser verdiinnt und 
verdiinnte Schwefelsiure zugesetzt. Dabei schied sich eine zihe 
harzige Masse von briunlicher Farbe aus (160g feucht). Fiir den 
weiteren Abbau wurde sie in diesem Zustande verwendet. Durch 
wiederholtes Auflésen in verdiinnter Natronlauge und Ausfiallen 
durch Schwefelsiiure kann man sie in pulvrige Beschaffenheit bringen. 

Die durch Dekantieren von der iiberstehenden Fliissig- 
keit befreite Masse wurde mit der 20fachen Menge konzentrierter 
Salzsiiure vermengt und 24 Stunden unter allmihlicher Steigerung 
der Temperatur auf 140° (Schiumen) hydrolysiert. Das filtrierte 
Hydrolysat wurde im Vakuum méglichst weit verdampft und nach 
KE. Fischer mehrmals mit absolutem Alkohol und Salzsiiuregas 
verestert. Aus den Esterchlorhydraten wurden die Ester in Freiheit 
gesetzt. Besonders eignet sich dazu Bleioxyd (vgl. weiter unten). 
Ausbeute: 26,5 g vor der Destillation. 

Fraktionen: 4 (12 mm). 

a) Vorlauf noch etwas itherhaltig bis 74° 1,5 g. — b) 73° 
bis 84° farblos 7,2 g. 

B (0,4 mm). 

c) 50—75° farblos 5,8 g. — d) 75—100° etwas gelblich 4,2 ¢. 
— e) 145—160° viscoses hellgelbes Ol 3,7g. — f) 160—180’ 
viscoses dunkelgelbes Ol 1,3 g. — Kolbenriickstand: ziher schwar7- 
brauner Teer 2,3 g. 

Alle Fraktionen waren halogenfrei auBer e) und f), die schwache 
Reaktion zeigten. 

Verseifung der Ester: Fraktionen a) bis d) wurden ge- 
trennt durch 24stiindiges Kochen mit der 10fachen Menge Wasse! 
verseift. Kennzeichen der Beendigung der Verseifung war das 
Verschwinden der alkalischen Reaktion. Fraktion d) enthielt eine 
geringe Menge der nachfolgenden Fraktion, denn bei der Ver- 
seifung blieben einige Trépfchen eines wasserunléslichen, alkalisc) 
reagierenden Oles zuriick. 

Vorlauf a): Beim Kinengen der wiBrigen Lésung schied sich 
einer weiBen, blattrigen Substanz ab, die bei 290° schmol 
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und in Wasser schwer léslich war. Mischschmelzpunkt mit Leucin 
unverandert, 
Fraktion b): Beim Kinengen erhielt man schwer lisliche, 
perlmutterglinzende Blittchen (2,6 g) vom Schmelzp. 293°; Misch- 
schmelzpunkt mit Leucin unverindert. Zur Priifung auf bei- 
gemengtes Prolin wurde ein Teil der Substanz mit wenig Wasser 
| verrieben, um das leicht lésliche Prolin herauszulésen; Probe 
negativ. Kin anderer Teil der Substanz wurde mit Methylalkohoi 
ausgekocht; derselbe hinterlieB aber keinen Riickstand; kein Valin. 
Mikro-Kjeldahl: 0,0508g Substanz verbrauchten 3,80 ccm n/10- 
H,SO,. — Amino-N; 0,1573 g Substanz in 10 eem H,O; 0,99 ccm dieser 
Lisung gaben 2,97 cem N (27,5°, 756 mm). 


C,H,,NO, Ber. 10,65°/) N Gef. 10,5°/, N  10,44°/, Amino-N 





Fraktion c): Schon beim Erkalten der heiBen Lisung fielen 
» } weibe Blattchen vom Schmelzp. 293° aus, deren Menge sich durch 
Kindampfen der Mutterlauge vermehren lie’. Ausbeute 2,7 g. Die 
Analyse gab den N-Wert des Leucins. Prolin und Valin waren 
ebenfalls in dieser Fraktion nicht vorhanden. 

Fraktion d): Die unldslichen Oltrépfchen wurden mit Ather 
aufgenommen und nach Abdampfen des Athers mit der folgenden 
Fraktion vereinigt. Die nach dem Kindampfen der wiibrigen 
Lisung verbleibenden Riickstinde wurden mit kaltem absolutem 
Alkohol ausgezogen. Dann wurde die alkoholische Lisung ein- 
sedampft und dasselbe Verfahren wiederholt. Etwa 0,1 g waren 
in Alkohol léslich; sie schmolzen bei 205° (Prolin?). 


a, Das in Alkohol nicht lésliche wurde wie oben als Leucin 
)” & identifiziert. 
L- Fraktion e) und f): Sie wurden mit der fiinffachen Menge 


Wasser aufgenommen und das Unldsliche mit Ather ausge- 

1¢ & schiittelt. 
Die eingedampfte Atherlésung wurde durch Kochen mit kon- 
e- & zentrierter Salzsiure verseift und schlieBlich zur Trockne ver- 
er § dampft. Dann wurde mit Wasser aufgenommen und mit Tierkohle 
as § entfarbt. Aus konzentrierter Salzsiiure erhielt man durch liingeres 
ne # Stehen ein in Wasser leicht lésliches Chlorhydrat, das mit kon- 
1 @ Zentrierter Salpetersiiure die Xanthoproteinreaktion gab; beim 
ch § Kochen mit Chrom-Schwefelsiiure trat der Geruch nach Phenyl- 
icetaldehyd auf. Mit Ammoniak erhielt man in bekannter Weise 
lie freie Aminosiiure vom Schmelzp. 262°, Mischschmelzpunkt 
uit Phenylalanin unveriindert. (Ausbeute 0,8 g). 
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Mikro-Kjeldahl: 0,0518 g Substanz verbr. 3,06 cem n/10-H,SO,. 
C,H,,NO, Ber. 8,40°/, N Gef. 8,30°/, N 

Die wiBrige Lésung wurde nach Zusatz von Barytlésung 
zwei Tage stehen gelassen; es fiel kein asparaginsaures Barium aus. 
Dann wurde hei’ das Bariumhydroxyd durch Schwefelsiure ent- 
fernt und die schwetelsiiurefreie Lésung nach Entfarbung durch 
Tierkohle zur Trockne im Vakuum verdampft. Dann wurde in 
wenig Wasser aufgenommen und mit Salzsiuregas gesittigt. Beim 
Abkiihlen schied sich ein Chlorhydrat vom Schmelzp. 191° ab. 
Mischschmelzpunkt mit Glutaminsiiure-chlorhydrat unverandert. 
Ausbeute 0,5 g. 

Mikro-Kjeldahl: 0,0510 g Substanz verbr. 2,72 cem n/10-H,SQ,. 

C,H,NO,: HCl Ber. 7,60°/, N Gef. 7,46°/, N 

Fraktion II (Phosphorwolframsiurefillung): Die von der 
Kraktion 1 getrennte, wibrige Lésung wurde zur Entfernung der 
Carbonsiiuren 10 Tage mit Ather extrahiert. Dann wurde die Lisung 
auf 11/, Liter verdiinnt und mit einer 10°/,igen Losung von 
Phosphorwolframsiiure versetzt, bis kein Niederschlag mehr aus- 
fiel. Zur volligen Abscheidung lieB man 24 Stunden stehen, 
saugte ab und wusch mehrmals mit kaltem Wasser. Dann wurde 
mit Wasser aufgeschlammt, etwas konzentrierte Salzsiure zu- 
gegeben und mit Ather—Amylalkohol 1:1 ausgeschiittelt, bis alles 
in Lésung war. Die abgetrennte wiiBrige Schicht wurde im Vakuum 
bis zur Sirupdicke eingedampft (S80 g brauner Sirup). Durch 
24 stiindige Hydrolyse mit konzentrierter Salzsiure und Weiter- 
behandlung wie oben erhielt man schlieflich 34 g Chlorhydrate. 

Diaminosi&uren: Der Sirup wurde in Wasser aufgenommen 
mit so viel Salzsiiure versetzt, daB der Gehalt etwa 5°/, betrug 
und mit Phosphorwolframsiure wie oben gefallt. Zerlegung der 
Phosphorwolframate wie oben. 

N-Verteilung nach van Slyke: 3,5 g Sirup in 50 ecm Wasser. 

Gesamt-N: 2,0cem dieser Lésung verbrauchten 4,85, 4,90cem n/10-H,S0,. 

Amino-N: 1,0 cem gaben 1,32, 1,46 cem N (18°, 753 mm). 

Arginin-N: 10 cem verbrauchten 3,45 ccm n/10-H,SQ,. 

Basen-N nach der Argininbestimmung: 10,0 cem verbrauchten 
8,81 cem n/10-H,SO,. 

Qualitative Aufarbeitung der Diaminosiéuren: Det 
Diaminosiiure-Sirup aus 700 g Albumin (5 g) wurde in 50 ccm Wasse! 
gelist. Kine Probe wurde mit Diazobenzolsulfosiure auf Histidi: 
gepriift); die Reaktion war negatiy. Der Rest der Lisung wurde 


ee 


') Diese Z. 94, 284 (1915). 
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mit 100 ccm 10°/,iger Flaviansiurelisung und einigen Tropfen 
verdiinnter Salzsiiture versetzt und 3 Tage im Kisschrank be- 
lassen. Das ausgefallene Argininflavianat wurde dann nach den 
Angaben von Kossel?) weiter gereinigt (Ausbeute 0,8 g). Das 
Flavianat wurde schlieBlich in bekannter Weise in das Arginin- 
pikrat verwandelt (0,2 g). Das Filtrat der Flaviansiurefiillung 
enthielt nur noch Spuren organischer Substanz, die sich nicht 
weiter identifizieren lieB. 

Monoaminosiuren: Das Filtrat der Phosphorwolframsiure- 
fillung wurde mit Baryt von Phosphorwolframsiiure befreit, das 
iiberschiissige Baryt durch die aiquivalente Menge Schwefelsiiure 
entfernt und das Filtrat im Vakuum eingedampft (13 g Sirup). 
Dann wurde wie oben verestert. Die in Freiheit gesetzten Kster 
(3,3 g) wurden fraktioniert destilliert. 

Fraktion a): 12 mm 50—70° 0,6 g; b) 90—100° (0,8 mm) 
0,1 g; ce) 125—130° 0,8 g; d) 160—180° 1,5 g; Riickstand 0,3 g. 

Aus Fraktion a wurden durch Kochen mit Wasser und 
Kindampfen, wie oben, 0,28 g weiBer, schwer in Wasser lislicher 
blattchen erhalten, die bei 247° schmolzen. 

5,40 mg Substanz gaben 0,519 cem N (21°, 759 mm). 

C;H,,NO, Ber. 12,0°/, N Gef. 11,14°/, N. 
C,H,;NO, 4, 10,65 

Mischung von 36,5°/, Valin und 63,5 °/, Leuein. 

Aus Fraktion b erhielt man nach der Verseifung 0,05 g Leucin 
vom Schmelzp. 281° Fraktionen c¢ und d wurden vereinigt und 
wie oben in einen wasserlislichen und einen unléslichen Teil 
zerlegt. In Wasser waren nur Spuren lislich. Das Unlisliche 
lieferte nach der Verseifung 1,3 g Phenylalaninchlorhydrat. 

4,90 mg Substanz verbrauchten 2,50 ecm n/10-H,SO,. 

C,H,,NO,-HCl Ber. 7,0°, N Gef. 7,15, N. 

Fraktion III (Bleiacetatfillung): Das Filtrat der Phosphor- 
wolframsiurefillung (11) wurde durch Baryt von Phosphorwolfram- 
siure befreit und tiberschiissiges Baryt durch Schwefelsiure entfernt. 
Durch Zufiigen einer Bleiacetatlésung entstand ein gelblich weiBer 
Niederschlag, der abfiltriert und mit Wasser gut gewaschen 
wurde. Die Aufschlammung in Wasser wurde durch Kinleiten 
von Schwefelwasserstoff zersetzt. Dann wurde filtriert und die 
rotbraune Lisung im Vakuum eingedampft (Ausbeute 20 g Sirup). 


') Diese Z. 148, 283 (1925); 156, 270 (1926). 
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Dieser wurde wie oben verseift und in die Ester iibergefihrt; 
man erhielt 5,8 g freie Ester. 

Fraktionen: a) 70—90°, 0,6 g; b) 130—150° 1,9 g; c) 140 
bis 180° 1,8 g (alles bei 0,4 mm); Riickstand 1,5 g. 

Aminosiuren: a) lieferte nach der Verseifung durch Wasser 
0,35 g weiBer, blittriger Krystalle vom Schmelzp. 280°; Misch- 
schmelzpunkt mit Leucin 289°. — b) und c) wurden vereinigt 
und wie oben in einen wasserliéslichen und einen unléslichen Teil 
getrennt. Die wiiBrige Liésung lieferte nach der Verseifung 
0,7 g Glutaminsiiure-chlorhydrat vom Schmelzp. 199°, Priifung 


durch Mischschmelzpunkt und Analyse. — Aus der Atherlisung 
wurden analog erhalten 1,2 g Phenylalanin-chlorhydrat vom 


Schmelzpunkt 245° (Priifung wie oben). 

Filtrat der Bleiacetatfaillung IV: Das Filtrat der 
Fallung ILL wurde mit Schwefelwasserstoff vom iberschiissigen 
Blei befreit. Das Filtrat des Bleisulfids wurde im Vakuum ein- 
gedampft. Die verbleibende gelbrote Masse wurde hydrolysiert 
und in die Ester verwandelt: Erhalten 31 g Sirup von Ester- 
chlorhydraten. Die in wenig Wasser gelisten Chlorhydrate wurden 
mehrmals mit Ather zur Entfernung nichtbasischer Bestandteile 
ausgeschiittelt; die gelbliche Atherlésung lieferte nach dem Trocknen 
und Kinengen 0,8 g eines zahen Oles. Beim Versetzen mit essig- 
saurem Phenylhydrazin wurde kein Phenylhydrazon  gebildet 
(Feblen von Ketosiuren). Die wiSrige Loésung der Esterchlor- 
hydrate wurde dann, wie oben, in die freien Ester itbergefihrt 
(15 g), die fraktioniert wurden. 

Fraktionen: a) 13 mm bis 65° 0,9 g;_ b) 0,6 mm 50—90" 
2,65 g; c) 0,4 mm 90—120° 0,5 g; d) 135—140° 2,35 g; e) 140 
bis 180° 4,65 g; Riickstand 3,9 g. 

Aminosiiuren: a) lieferte 0,5 g weiBer wasserléslicher 
Blittchen, die bei 280° schmolzen; Mischschmelzpunkt mit 
Valin 281°, Kontrollanalyse. — b) hinterlieB 1,55 g Trocken- 
riickstand, der nach dem Umkrystallisieren weiBe Blittchen vom 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt des Leucins lieferte. — 
c) und d) wurden vereinigt, die Ester waren vollkommen wasser- 
lislich; man erhielt daraus wie friiher 1,6 g Glutaminsiure- 
chlorhydrat. — e) Die Fraktion wurde mit Wasser getrennt; der 
wasserlisliche Teil lieferte 0,3 g Glutaminsiiure-chlorhydrat, der 
‘itherlisliche lieferte 3,7 g Phenylalanin-chlorhydrat vom Schmelz- 
punkt 255°; Kontrollanalyse. 
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Kurzabbau des Ovalbumins. 


100 g Albumin werden in der friiher angegebenen Weise mit Hypo- 
bromit 5 Minuten lang abgebaut. Um die Lésungen von Hypobromit und 
Albumin rasch mischen zu kénnen ohne wesentliche Steigerung der 'l’empe- 
ratur tiber 0°, wird die Albuminlésung und das Hypobromit durch Kiilte- 
mischung bis zur beginnenden Eisabscheidung gekiihlt; erst dann wird 
vermischt. Um nach der gewiinschten Zeit das Hypobromit rasch zerstéren 
zu kénnen, verhindert man allzu starkes Schiiumen durch kriftigen Zusatz 
von Amylalkohol, der sich dann zum Teil durch Abtrennen von der wiib 
rigen Lésung wiedergewinnen liBt. Wihrend der ganzen Operation sorgt 
man durch gute Kihlung, daB die Temperatur von 0° nicht wesentlich 
iiberschritten wird. Man versetzt nun vorsichtig mit 50 °/, iger Schwefel- 
siiure, bis Kongopapier gerade gebliiut wird und sorgt fiir Entfernung etwa 
frei werdenden Broms durch Zugabe von etwas Thiosulfat. Beim Ansiiuern 
scheidet sich ein gelblichweiber, voluminéser, flockiger Niederschlag ab, der 
sich nach mehrmaligem kriiftigen Umriihren im Verlauf einiger Stunden zu 
Boden setzt. Dann wird die iiberstehende Fliissigkeit vorsichtig abgehebert 
oder dekantiert; vom Rest der iiberstehenden Fliissigkeit wird durch Zentri- 
fugieren getrennt. Zur Entfernung der anorganischen Beimengungen wird 
der Niederschlag mehrmals mit Wasser aufgeriihrt und immer wieder 
zentrifugiert, schlieBlich wird so lange gegen destilliertes Wasser dialysiert, 
bis Brom- und Schwefelsiurereaktion verschwunden sind. Fiir analytische 
Zwecke wurde noch elektrodialysiert. 

Abbauprodukt 4: Nach der Dialyse wird wieder abzentri- 
fugiert, die Lésung bleibt aber immer etwas triibe. Von einer 
kleineren Menge des feuchten Niederschlages macht man eine 
Trockenbestimmung und verreibt dann mit so viel absolutem 
Alkohol, daB der Alkoholgehalt der Fliissigkeit etwa 65°/, be- 
trigt. Dann wird abgesaugt und noch 3—4mal mit 65°/, igem 
Alkohol ausgezogen, wobei man stets mehrere Stunden riihrt. 
Wie Vorversuche gezeigt haben, geht dann nichts mehr in Losung. 
Die alkoholische Lésung ist bei den ersten Extraktionen gelb, 
schhieBlich wird sie farblos. Zur Trocknung wird das Abbau- 
produkt 4 mehrmals mit absolutem Alkohol digeriert und schlieb- 
lich der Alkohol durch Ather verdriingt. Fliissigkeit und Nieder- 
schlag trennt man jedesme! durch Zentrifugieren. Der iitherfeuchte 
Niederschlag wird im Exsiccator bei Zimmertemperatur und even- 
tuell noch bei 100° getrocknet; man erhalt dann eine weibliche, 
pulvrige Masse. LiBt man unmittelbar nach der Extraktion mit 
65 °/,igem Alkohol und an der Luft trocknen, so bildet sich eine 
braune hornartige Masse. Der Kérper ist in Wasser unldslich, 
durch Natronlauge geht er in Lésung, aus der er sich durch 
Siuren wieder abscheiden libt. 

Abbauprodukt B: Die gesamten Alkoholausziige des Abbau- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIX. 14 
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produktes 4 werden vereinigt und im Vakuum bei niederer 
Temperatur abgedampft; der Riickstand wird mit absolutem 
Alkohol und mit Ather wie behandelt und zuerst bei 
Zimmertemperatur, dann bei 100° getrocknet. 


oben 


Abhangigkeit der Entstehung von 4 und 4 von der Einwirkungs- 
dauer des Hypobromits. 

Je 10 ¢ Ovalbumin wurden in wechselnden Zeiten wie be- 

schrieben abgebaut und Abbauprodukt 4 und # daraus isoliert. 





Kinw. Zeit (Minuten) 3 5 4,5 10 
Korper A 1,32 ¢ 0,95 g 0,73 g 0,36 g 
Koérper B . .. . 1,15 1,03 1,06 0,96 
Gesamtmenge A+ B | 2,47 g | 1,98 g | 1,19 g | 1,32 g 


Analytische Untersuchung des Koérpers 4 (Engel). 


Die verschiedenen Analysen sind mit Substanzproben verschiedener 
Herstellung vorgenommen. 
Dreiminutenabbau: I. 0,059 g Substanz verbrauchten 5,66 ccm 
n/10-H,SO,. 
II. 0,0619 g Substanz verbrauchten 5,99 cem n/10-H,SQ,. 
Gef. I. 13,44, If. 15,56°/, N. 
Finfminutenabbau: III. 0,0678 g Substanz verbrauchten 6,46 ecm 
n/10-H,SO,. 
IV. 0,0703 g Substanz verbrauchten 6,73 ecm n/10-H,SQO,. 
V. 4,307 mg “ gaben 7,49 mg CO,, 2,62 mg H,O (Chromatzusatz!). 
4,84 mg - hinterlieBen 0,116 mg Asche. 
4,970 mg ‘s gaben 0,56 mg AgBr. 
9,170 mg ” »  1,17mg BaSQ,. 
6,215 mg i » 0,88 mg BaSQ,. 
VI. Amino-N vor der Hydrolyse: 100 mg Substanz wurden in 10 cem 
n/20 NaOH bei 0° rasch gelést; 1 cem davon gab 0,28 ecm N (20. 
758 mm). 
Gef. 48,649, C 6,98°/, H 1,75°/, 8 


n0/ 
1,95"/9 5) 


13,3597, N  4,6°/, Br 0,58°/, NH,-N. 


13,41°/, ,, 


N-Verteilung nach van Slyke: 3 Minutenabbau: 10,0 g Substanz 
wurden mit 200 cem konz, Salzsiiure bis zum Verschwinden der Biuret- 
reaktion (48 Stunden) hydrolysiert und auf 250 ecm gebracht. 

Gesamt-N: 10 cem Hydrolysat verbrauchten 38,5 ccm n/10-H,S0,. 
13,42°/, N. 

Amid-N: Die restlichen 230 cem wurden im Vakuum mehrmals ab 
gedampft und dann mit Kalk destilliert. Verbrauch 186 cem n/10-H,S0, 
Gef. 21,01°,, N. 


Humin-N: Verbrauch 14,80 ccin n/10-Siure. Gef. 1,67°/, N. 
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Das Filtrat der Humin-N-Bestimmung wurde in der iiblichen Weise 
mit Phosphorwolframsiiure gefillt. Das Filtrat der Phosphorwolframfillung 
wurde auf 500 cem gebracht. 

Gesamt-N der Monoaminosiuren: 10 cem verbrauechten 12,35, 
12,25 ecm n/10-Séure. Gef. 69,44°/, des Gesamt-N. 

Amino-N der Monoaminosiduren: 10 c¢em entwickelten im Mittel 
26,5 cem N (17°, 756 mm); Blindwert beriicksichtigt. Gef. 88,45°/, des 
Ges. Monoamino-N. 

Diaminosiure-N: Der Phosphorwolframniederschlag wurde in etwa 
50 cem NaOH gelést und auf 100 cem gebracht. 

Gesamt-N: 100 cem verbrauchten 7,95, 7,85 com n/i0-Siiure. Gef. 
8,93 °/, des Ges.-N. 

Amino-N: 10 eem entwickelten 16,4 cem im Mittel N (18°, 
Gef. 77,71 °/). 

Arginin-N: 25 cem verbrauchten 1,85 cem n/10-Siiure. Gef. 18,70 °/, 
des Gesamt-Diamino-N. 


7o7 mim). 


Fiinfminutenabbau: 10,18 g Substanz wie oben hydrolysiert und 
auf 250 cem aufgefiillt. 

Gesamt-N: 10 cem Hydrolysat verbrauchten 39,5, 39,6, 39,4 cem 
n/10-Siiure. Gef. 13,58 °/, N. 

Amid-N: 110 eem verbrauchten 94,5, 94,1 ccm n/10-Séure.  Gef. 
21,70 °/, N. 

Humin-N: Verbrauch 8,8 ecm n/10-Siiure. Gef. 2,02°/, N. 

Monoaminosiiuren, Gesamt-N: 250 cem Filtrat der Phosphor- 
wolframsiiurefillung: 20 cem verbrauchten 23,8 ccm n/10-Siure. Gef. 
68,47 °/, N. 

Amino-N der Monoaminosduren: 9,5 ccm entwickelten 25,3 ecm N 
(23°, 750 mm). Gef. 90,95 °/, des Gesamt-Monoamino-N. 

I. Diaminosaiure-N: 100 cem Lésung wie oben. 

Ges.-N: 20 ecem verbrauchten 17,13 eem n/10-Saéure. Gef. 8,25 °/, N. 

Aus 3,42 g wurden nach der Hydrolyse die Diaminosiuren abgetrennt; 
100 cem Loésung. 

Il. Diaminosiiuren, Gesamt-N: 10 eem verbrauchten 2,2 cem 
n/10-H,SO,. Gef. 7,85 °/, N. 

-Amino-N: 10 cem gaben 5,6 cem N (18°, 742 mm). Gef. 78,2°/, N. 

Arginin-N: 50 cem verbrauchten 1,00 cem n/10-Séure. Gef. 18,2 °/, N. 


Finfminutenabbau eines aus frischen Eiern dargestellten 
Koérpers A: Aus frischen Hiihnereiern wurde in bekannter Weise Albumin 
hergestellt und gereinigt, 10,17 g davon wie oben hydrolysiert und auf 
250 cem aufgefiillt. 

Gesamt-N: 10 cem verbrauchten 39,4 cem n/10-Siiure. Gef. 13,56 °/, N. 

Amid-N: Je 110 ecm Hydrolysat verbrauchten 98,5 cem n/10-Siiure. 
Gef. 22,78 °/, N. 

Humin-N: Verbrauch 7,91 cem n/10-Siure. Gef. 1,83 °/, N. 

Monoaminosiuren, Gesamt-N: 250 ecem Loésung; 20 cem ver- 
brauchten 23,51 eem Siure. Gef. 67,8°/, N. 

Amino-N: 9,5 cem gaben 25,3 eem N (22°, 750 mm). Gef. 92,4 °/, N. 

Diamino-N: 100 cem Lésung; 20 ccm verbrauchten 7,32 cem 
u10-Sdure. Gef. 845°). 

14* 
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Analytische Untersuchung von Korper 4 (Engel). 


(Fiinfminutenabbau.) 


Dieses Abbauprodukt lefert bei der anaiytischen Unter- 
suchung bei wiederholter Darstellung nicht so gut iiberein- 
stimmende Werte; da der Kérper 4 in 65°/,igem Alkohol etwas 
lislich ist, so ist Abbauprodukt #4 stets durch etwas 4 ver- 


unreinigt. 

4,475 mg Substanz gaben 7,88 mg CO,, 2,69 mg H,O. 

5,048 mg - » 8,85 mg CO,, 3,03 mg H,O. 

417 mg > verbrauchten 39,3 cem n/10-H,SO, (Kjeldahl- 
Bestimmung). 

5,460 mg Substanz gaben 0,67 mg AgBr. 

Gef. 47,99, 47,819/, C 6,729, H 13,179, N 5.21% Br 


N-Verteilung nach van Slyke: 

I. 5,22 g bei 100° getrocknetes Abbauprodukt b hydrolysiert und auf 
250 ccm aufgefiillt. 

Gesamt-N: 20cem verbrauchten 39,30 cem n/10-Siiure. Gef. 13,17°/,. 

Amid-N: 190cem Hydrolysat verbrauchten 82,7 cem n/10-Siiure. 
Gef. 22,17 °/,. 

Monoaminosiuren: 
Filtrat. 
Gesamt-N: 20cem verbrauchten 20,3 cem n/10-Saéure. Gef. 67,97°/,. 
Diaminosiiure-N: 100 cem Lésung; 20 ccm verbrauchten 6,10 eem 


Nach Phosphorwolframsiiurefillung 250 ecm 


n/10-Siiure. Gef. 8,17 °/5. 

Humin-N: verbrauchte 7,3 cem n/10-Siiure. Gef. 1,96 °/,. 

II. Aus einem Hydrolysat, das ungefihr 9g Substanz und 1,18 ¢ 
Gesamt-N enthielt, wurden die Diaminosiiuren gefiallt und der Phosphor- 
wolframsiiureniederschlag mit Amylalkohol-Ather zerlegt. 100 cem Lésung 

Diaminosiiuren, Gesamt-N: 10 ccm verbrauchten 4,45 cem n/10- 


Siure. Gef. 6,99 °/). 
Amino-N: 1,90 cem Lésung; 1,23 ecm N (18°, 755mm). Gef. 54,4° 
des Diamino-N. 
Arginin-N: 30 cem verbrauchten 4,8 eem n/20-HCl. Gef. 32,3 ° ». 
Beim Versetzen der Diaminosiiurelisung mit Alkali tritt stets ein 
pyridiniihnlicher Geruch auf. 
III. 5,247 g Substanz aus frischen Hiihnereiern; 250 eem Hydrolysat. 
Gesamt-N: 20eem verbrauchten 40,4 cem n/10-Siiure. Gef. 13,48° 
Amid-N: 190cem Hydrolysat verbrauchten 86,8 cem n/10-Siur 
Gef. 22,62°/,. 
Humin-N: verbrauchte 8,3 eem n/10-Siiure. Gef. 2,16 °/5. 
Monoaminosiiuren, Gesamt-N: Lésung auf 250 cem aufgefiill! 
20 cei verbrauchten 20,8 eem n/10-Séiure. Gef. 67,74 °/). 
Amino-N: 9ecem Lésung 21,1 eem N (18°, 752 mm). Gef. 91,54 
Diaminosiiuren, Gesamt-N: 100 cem Lésung; 20cem verbrauchter 


5,15 n/10-Saure. Gef. 6,71 °/,. 
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Uber den Abbau des Ovalbumins durch Hypobromit. 


Hydrolyse des Abbauproduktes 4. 


90 (105) g Abbauprodukt 4 wurden durch kochen mit kon- 
zentrierter Salzsiiure wie friither hydrolysiert, dann wurden die 
Diaminosiiuren mit Phosphorwolframsiiure entfernt und die von 
Phosphorwolframsiure befreiten Monoaminosiiuren in ihre Ester 
iibergefiihrt. Ausbeute 95 (120) g Sirup von Ksterchlorhydraten; 
hieraus 44,4 (55) g Ester mit PbO; die Ester wurden wie friiher 
fraktioniert und die Fraktionen auf ftreie Aminosiiuren auf- 
gearbeitet. 

Fraktionen: 1. bis 65° (14 mm) 2,6 g. — 2. 65—84° (14 mm); Haupt- 
menge 80° 20,1 g. — 3. —86° (0,4mm) 20,0 g. — 4. 87T—135° (0,4 mm) 
7,0 g; Fraktion 4 wurde mit 1,9 g einer gleichsiedenden Fraktion anderer 
Darstellung noch mehrmals fraktioniert, man erhielt dann bei 0,5 mm. — 
4a. 88—110° 1,8 g; 4b. 115—124° 0,8 g; 4¢. 124—182° 5,8 g. 

Aminoséuren: Fraktion 1: Nach Kindampfen der Ver- 
seifungsfliissigkeit weiBer Riickstand, der in kaltem und heigem 
Methylalkohol leicht léslich ist. Nach der Reinigung 1,1 g vom 
Schmelzp. 289°, Mischschmelzpunkt mit Valin unveriindert. 

Amino-N: 0,0590 g Substanz in 10 cem H,O; 0,99 cem gaben 1,28ceem N 
(22°, 756 mm). 

C;H,,NO, Ber. 12,0°) N Gef. 12,15 °/, N. 


Fraktion 2: Die Verseifungsfliissigkeit hinterlieB 10,5 g 
Riickstand, der mit Methylalkohol ausgekocht wurde; gelést wurden 
0,5 g¢ vom Schmelzp. 277°; Mischschmelzpunkt mit Leucin un- 
verandert. 

Das Ungeléste wurde in Wasser aufgenommen, mit ‘Tier- 
kohle gereinigt und fraktioniert eingeengt, man erhielt zuerst 
8,6 g, die bei 280° schmolzen; Mischschmelzpunkt mit Leucin 283°. 

5,265 mg Substanz gaben 0,499 cem N (18°, 755 mm). 

C,H,,NO, Ber. 10,65, N Gef. 10,97°/, N 

Bei weiterem Eindampfen erhielt man 0,4 und 0,9 g Valin. 

0,1253 g Substanz in 19ecem H,O; 1,0 cem gaben 2,78 ecm N (23°, 
751 mm). 

0,0634 g Substanz in 10 ecm H,O; 0,91 cem gaben 1,25 cem N (23°, 
798 mm). 

C,H,,NO, Ber. 12,0°, N Gef. 12,3, 12,1°/, N 

Fraktion 3: Beim Eindampfen der verseiften Liésung ver- 
bheb 10,5 ¢ weiBer Riickstand. Nach der Reinigung durch Tier- 
kohle erhielt man auch bei fraktioniertem Kindampfen nur Leucin 
vom Schmelzp. 280—285°. 
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I. 5,880 mg Substanz gaben 0,481 ccm N (23°, 754 mm). 





II. 5,748 mg ¥ » 0,515 cem N (23°, 754 mm). 
IIT. 0,0139 g - in 1 cem gaben 2,53 cem N (16°, 755 mm). 
C,H,,NO, Ber. 10,65°,, N 
Gef. I. 10,23, II. 10,25, II. 10,55°, N. 


Fraktion 4a. Nach dem Verseifen mit Wasser und Ein- 
dampfen blieben 0,8 g farbloser Krystalle vom Schmelzp. 252° 
zuriick; Mischschmelzpunkt mit Phenylalanin 255° Oxydation 
derselben mit Chrom—Schwefelsiure gab Phenylessigsiiure vom 


Schmelzp. 75°. 


4,735 mg Substanz gaben 10,63 mg CO,, 2,90 mg H,0. 
5,593 mg ” » 0,426 mg N (24°, 757 mm). 


Amino-N: 0,0487 mg Substanz in 10 cem Wasser, 10 ccm gaben 
0,72 cem N (24°, 755 mm). 

C,H,, NO. Ber. 65,5°,C 68°, 2 8 

Gef. 61,3 6,85 8, 

Fraktion 4b: Nach dem Verseifen und Eindampfen 0,39 ¢ | 

Trockenriickstand; Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit 

Glutaminsiiure 198°. 
0,0512 ¢ Substanz in 10 cem H,O; 1,0 cem gaben 0,86 cem N (22°, 


758 mm). 


559, N 8,55 °/, NH,-N 
7 8,66 


C,H,NO, Ber. 9,5°/, N Gef. 9,45°/, N 
Kraktion 4d: Wie 8.206 beschrieben mit Baryt verseift; kein 

asparaginsaures Barium. In die eingeengte bariumfreie Liésung 

wurde HCl-Gas eingeleitet; 2,2 g farbloses Chlorbydrat vom 


ba) 





Schmelzp. 190°. Bei weiterem Einengen, Reinigen mit Tierkohle 
und erneutem Einleiten von HCl wurden noch insgesamt 2,5 ¢ 
Chlorhydrat gewonnen. 

6,192 mg Substanz gaben 0,419 cem N (24°, 757 mm). 

5,804 mg Substanz gaben 0,366 ecem N (22°, 762 mm). 

C.H,NO,+ HCl Ber. 7,65 °, N Gef. 7,74, 7,81°/, N 


Lislicher Teil ( des kurzen Hypobromitabbaues (Gerisch). 


Die vom Niederschlag (4 und #) durch Absaugen getrennie 
Lisung wird im Vakuum bei méglichst niederer Temperatur ein- 
gedampft. Man trennt zweckmiibig von dem dabei sich ausscheiden- 
den Kaliumbromid durch Filtrieren. Dann wird fiir priparative 
Zwecke bis zur Trockne eingedampft, und von der Hauptmeng: 
Bromkalium durch Auskochen mit 20°/,igem Alkohol getrennt. 
Fiir die im folgenden beschriebenen Dialysenversuche wurde nur 
auf ein kleines Volumen gebracht und dialysiert. 
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Dialyse: Die Lésung wurde in einen Schnelldialysator nach 
Gutbier gebracht und gegen destilliertes Wasser dialysiert; 
Wassergeschwindigkeit etwa 36 Liter pro Stunde. Das in der 
| Hiilse Verbliebene wurde von Zeit zu Zeit auf seinen Br- und 
seinen N-Gehalt untersucht. 
Dialy-] Vol. der Analysiert Verbrauch Gehalt der Zur 
wis ™ Seung Analyse 
sen- Loésung wns 7 b sahil . : 
‘ | eem n/10- eem n/10- — 
dauer 2 | b fs Br . 
ecm * | H,SO, AgNO, |g Brom g N, ecm 
| 
0 500 25 96,85 | 45,1 [1805 | 2,712 0 
6 890 25 1 43,2 3,5 24,9 | 2,15 50 
13 1590 25 10 21,0 0,6 0,79 | 1,93 75 
i9 1650 25 | 25 17,4 | 0,2 0,099) 1,73 75 
| 29 | 1690 | 25 | 25 | 160 1Tropfen| — | 1,66 75 
Dialysenwasser (J): 100 Liter wurden auf ein kleines 


Volumen durch Abdampfen im Vakuum gebracht; 10 ccm dieser 
Lisung verbrauchten 11,25 ccm n/10-H,SO,, enthalten also 
0,157 g N. 

Amino-N: 9,5 cem Lésung gaben 2,83 cem N (18°, 761 mm). Gef. 
| 7.9% des Gesamt-N. 

Freies NH,: 25 cem wurden wie bei der hydrolysierten Lésung mit 
15¢ Kalk 1/, Stunde im Vakuum destilliert; verbrauchten 1,3 cem n/10- 
H,SO,. Gef. 4,6°/, N. 

Phosphorwolframsiurefillung: a) 50ccem Lisung wurden 
mit einer Auflésung von 10 g Phosphorwolframsiiure in 50 ccm 
Wasser und 5 g H,SO, gefallt. Nach 24 stiindigem Stehen wurde 
abgesaugt. Das Filtrat enthilt 79°/, des Gesamt-N. 

b) Die Lésung wurde wie friiher hydrolysiert und dann mit 
Phosphorwolframsiure gefillt. Im Filtrat befinden sich 70 °/, 
des Gesamt-N. 





In der Dialysenhiille verbliebener Teil (C’): 100 cem 
der Lésung C’ wurden wie oben mit Phosphorwolframsiure gefillt, 
nach 20 Stunden wurde abfiltriert. 

- Filtrat: Dieses enthilt 0,086 g N d.i. etwa 30°/, des Gesamt-N. 

Amino-N: 175 cem Filtrat auf 80 cem eingeengt; 9,5 cem davon gaben 
0.3 cem N (¢ = 18°, 6 = 762 mm). Gef. 2,5°/, des Gesamt-N. 

Niederschlag: Er enthilt 0,225 g N. 

Amino-N: Der Niederschlag wurde in verdiinnter NaOH gelést und 
auf 250 eem aufgefillt,; 9,5 cem gaben 1,3 ccm N (¢ = 18°, 6 = 762 mm). 
Gef 9 g O/ 

. 29°), 
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Durch starke Veriinderung der zum Fillen verwendeten 
Menge Phesphorwolframsiure wird das Verhiltnis yon gefilltem 
zu nicht gefilltem N kaum verindert. 


Zerlegung des Phosphorwolframsaureniederschlages mit 
Ather—Amylalkohol. 

Der Niederschlag wurde in bekannter Weise mit Ather— 
Amylalkohol und Salzsiure zersetzt. Nur ein Teil, etwa die 
Halfte, ging in die Lésung, das andere lieb sich auch durch mehr 
Amylalkohol -Ather nicht in Lésung bringen. 


Anhang: 


Ausbeutevergleich verschiedener Methoden der Zersetzung der 
Aminosaureester. 

Hierzu wurde 1 kg Casein hydrolysiert und nach Abtrennung 
der Diaminosiuren die Lésung der Monoaminosiuren zum Sirup 
elngeengt und verestert. 

667 g Sirup von Esterchlorhydraten. Eine gewogene Menge 
Sirup wurde wie folgt zersetzt: Die Lésung der Ester in Ather 
(Chloroform) wurde vorsichtig etwas eingeengt und im Mefgefib 
auf 50 ccm aufgefillt. Je 5 ccm dieser Lésungen wurden mit 


n/1-HCl gegen Methylrot titriert. 





50 cem entspr. | 5 cem verbr. 100 g Sirup 











g Sirup ecm n/1-HCl Jentspr. eem HCl 
A. Zersetzung mit NaOH und K,CO, (nach Fischer). 
19,1 2.31 | 121,5 
20,0 2.30 | 115,5 
B. Zersetzung mit Ba(OH),.') 
19,2 2,82 | 147,0(?) 
25 2,8 115 





C. Mit Bleihydroxyd?): Der in etwas Wasser geléste Sirup wurde mit etwa 
80 ¢ Bleihydroxyd verrieben, auf 50° erwiirmt und so lange mit Ather 
ausgezogen, bis der Ather geruchlos blieb. 

20,1 2,90 144,2 
25,2 | 3,72 | 146,2 
Bei Extraktion der Ester im Soxhlet wurden die Ausbeuten kleiner. 


1) Levene, J. of biol. chem. 1, 45—58 (1905). 
*} Zelinsky, Diese Z. 73, 459 (1911). (Destillation der freien Ester 


iiber Pb(OH), im Vakuum.) 
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50 cem entspr. | 5 ecm verbr. 100 g Sirup 
g Sirup ecm n/1-HCl Jentspr. eem HCl 


D. Mit Bleioxyd: Mengen wie C., das Gemisch erwiirmt sich von selbst 
auf etwa 50°. Beim ersehépfenden Ausziehen mit Ather bei 50° wird die 
breiige Masse schlieBlich sandig. 


25,0 4,95 198 
25,0 4,8 192 
19,2 3,25 169 


E. Magnesiumoxyd: <Ausfiihrung wie unter D. Die Reaktion tritt aber 
langsamer ein, die Masse bleibt bis zum Schlub zih und sehmierig. 
25,0 4,28 170 

25,0 4,05 161 
17g eines krystallisierten Gemisches verschiedener Aminosiiuren wurde 


in die Esterchlorhydrate iibergefiihrt, die Lésung in wenig Alkohol wurde 
in zwei gleiche Teile geteilt. 


I. Bleioxyd: Wie oben; der Ather wurde teilweise verdampft und 
mit Alkohol auf 250 ecm aufgefiillt. VWerbraucht 50,55 cem n/1-HCl. 

II. Ammoniak!): Nach dem Zersetzen wurde zur Entfernung des 
NH, 2 Stunden Luft durch die alkohoiische Lisung geleitet und zuletzt 
das Ammoniak durch Eindampfen der Lisung entfernt. Verbraucht 47,0 ecm 
n/1-HCl. 


1) Pribram, Mh. Chem. 31, 51 (1910). 
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Uber Schwermetall-Inaktivierung hochgereinigter Urease. 
Von 
James B. Sumner und Karl Myrbiick. 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1930.) 


Die moderne physikalisch-chemische Auffassung von den 
sogenannten Giftwirkungen gewisser }'remdstoffe auf Enzyme hat 
zu Ergebnissen gefiihrt, die nicht ohne Interesse sind. Wir er- 
innern hier daran, daB, obgleich die Berechnungen noch wegen 
der mangelnden Reinheit der angewandten Enzymlésungen un- 
sicher sind, gewisse Anhaltspunkte iiber die wahre Konzentration 
gewisser Enzyme, iiber die Art der Bindung Gift-Enzym und 
Enzym-Substrat, iiber das Vorhandensein von bestimmten Gruppen 
(wie beispielsweise NH,-Gruppen) usw. im Enzymmolekil ge- 
wonnen werden konnten.’) 

Um so interessanter erschien deshalb eine Untersuchung iiber 
die Inaktivierung der sehr reinen, in Form von Krystallen ge- 
wonnenen Urease. Uber die Natur dieser Krystalle, die auch im 
Vergleich mit nach anderen Methoden weitgehend gereinigten 
Knzymen eine hohe Aktivitiit besitzen (siehe weiter unten), ist 
man ja noch nicht einig; soviel diirfte man aber sagen kinnen, 
daB die Krystalle nicht an sich gleichgiiltige Eiweifkrystaile 
sind, die etwas Urease adsorbiert halten, sondern entweder dic 
aktive Knzymgruppe, an ihrem kolloidalen Trager befestigt, oder 
vielleicht das Enzym mit einem bestimmten HiweiBstoff (salzartig 
verbunden, enthalten. Jedenfalls ist das Verhiltnis zwischen 
Aktivitiit und Gewicht der Krystalle durch Umkrystallisieren usw. 
nicht zu indern.’) 

Unabhiingig davon, ob die sogenannten Ureasekrystalle das 
reine Enzym oder das Enzym mit Kiwei8 verbunden sind, ist dic 


') Vel. z. B. Euler u. Svanberg, Fermentf. 5, 330 (1919); 4, 29 (1920): 
Myrbick, Diese Z. 158, 160 (1926). 
2) Vel. z. B. Sumner, Ber. chem. Ges. 63, 582 (1930); Sumner, J 


of biol. Chem. 70, 97 (1926). 
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Frage zu beantworten, wie bzw. durch welche aktiven Gruppen 
sich das Knzym mit dem Substrat, dem Harnstoff verbindet. 
Wie dann die Spaltung des Substrates zustande kommt, ist eine 
noch schwierigere Frage. Wir haben geglaubt, durch In- 
aktivierungsversuche zur Lésung dieser Fragen vielleicht bei- 
tragen zu kénnen. Ks stellte sich aber bald heraus, dab beim 
Arbeiten mit der hochgereinigten Urease die Kmpfindlichkeit 
des Enzyms gegeniiber ,,Giften* ganz besondere Vorsicht hin- 
sichtlich der Reinheit der anzuwendenden Reagenzien usw. ndtig 
macht. Insbesondere ist eine Untersuchung des anzuwendenden 
destillierten Wassers notwendig. Gewisse Proben von destilliertem 
Wasser, die gewodhnlichen Anspriichen geniigen, kénnen auf die 
hochgereinigte Urease stark inaktivierend wirken. Kine grobe 
Menge von Vorversuchen muBte in unserem Falle ausgefiilrt 
werden, damit wir einigermaBen sicher sein konnten, daB die in 
den Versuchen mit Zusatz von, sagen wir, Silber beobachteten 
Hemmungen nicht etwa durch Verunreinigungen im destillierten 
Wasser, in den Puffersubstanzen usw. vorgetiiuscht wurden. Die 
Kompliziertheit der Verhiltnisse hat dazu gefiihrt, dab unsere 
Inaktivierungsversuche mit Silber usw. noch keine wesentlichen 
Resultate gebracht haben. Wir haben jedoch unsere bisherigen 
Resultate, besonders die Beobachtungen iiber die Giftigkeit des 
destillierten Wassers, mitteilen wollen, da es sehr wohl denkbar 
ist, daB fhnliche Verhiltnisse auch bei anderen hochgereinigten 
Knzymen in Betracht gezogen werden miissen. 

Friihere Arbeiten in Ithaca!) hatten gezeigt, daB gewisse 
Proben des destillierten Wassers gegen verdiinnte Lisungen der 
gereinigten Urease stark giftig waren. (Gegen weniger reine Lé- 
sungen war dasselbe Wasser viel weniger schiidlich, was natiir- 
licherweise mit der Schutzwirkung giftbindender Verunreinigungen 
zusammenhiingt.) Wenn eine Lisung von krystallisierter Urease 
auf einen Gehalt von 1 Kinheit”) pro Kubikzentimeter verdiinnt 
wurde, sank die Aktivitit wiihrend 3 Minuten nach dem Wasser- 
zusatz um 80°/,. Wurde aber in demselben Wasser 2 °/, arabisches 
Gummi gelést, konnte die konzentrierte Urease!lésung ohne In- 
aktivierung damit verdiinnt werden. Das durch Wasser inaktivierte 
luzym wurde durch arabisches Gummi langsam reaktivicrt, in einigen 
Fallen bis zu 40°/,. Es wurde nun gezeigt, daB die beobachtete In- 


') Sumner u, Hand, J. of biol. Chem. 76, 149 (1925). 
*) Vgl. z. B. Sumner, J. of biol. Chem. 69, 435 (1928). 





991) James B. Sumner und Karl Myrbick, 


aktivierung wahrscheinlich darauf beruhte, dab das destillierte Wasser 
in Ithaca Spuren von Blei enthielt. Wurde das Wasser in einem 
gliisernen Apparate umdestilliert, so wurde es so wesentlich ver- 
bessert, dab es wenigstens keine unmittelbare Zerstérung mehr ver- 
ursachte. Wurde die Urease aber sehr stark verdiinnt (0,1 Einheit 
pro Kubikzentimeter oder noch weniger), so war die Inaktivierung 
nach einigen Stunden betriichtlich. Auch dieser Inaktivierung 
konnte gréBtenteils durch arabisches Gummi vorgebeugt werden. 

Auch das Stockholmer destillierte Wasser war meistens 
giftig und enthielt wahrscheinlich Spuren von Schwermetallen 
Ks wurde dann umdestilliert. Es zeigte sich aber, daB auch das 
umdestillierte Wasser inaktivierend wirkte. Es wurde aus einem 
5 Liter Rundkolben mit Glaskiihler destilliert. Uberspritzen war 
ausgeschlossen. Reiner Talk wurde zur Vermeidung von Siede- 
verzug zugesetzt. Das zu destillierende Wasser wurde angesiuert. 
Als einzige Méglichkeit zur Erklarung der Giftigkeit des Destillates 
fanden wir schlieBlich den Umstand, daB die Korkstopten mit 
kupferhaltigen Bohrern gebohrt waren. Die Stopfen wurden darn 
mit solchen ersetzt, die mit einer eisernen Feile gebohrt waren. 
Das Destillat war nun vollkommen unschiadlich auch bei den 
grdBten Verdiinnungen des Enzyms. 

Um festzustellen, ob destilliertes Wasser die Ureasewirkung 
schiidigt, verfiihrt man folgendermafen: Ein groBes Reagenzglas 
(Pyrex, Jena oder dergl.) wird mit rauchender Salpetersiure 
gefiillt. Nach einer Weile spiilt man die Saéure aus und fillt 
das Rohr mit konzentriertem NH,. Das Rohr wird dann mit 
dem zu untersuchenden Wasser genau gespiilt. Zu 24 ccm des 
Wassers setzt man 0,2 ccm eines neutralen, 10 °/,igen Phosphat- 
puffers, der besonders gereinigt wurde, und einen Tropfen der 
Lisung der krystallisierten Urease (etwa 1,5 Einheiten pro Kubik- 
zentimeter). Nach 15 Minuten im Thermostaten bei 20° setzt 
man 1 cem einer 2,5°/,igen Harnstofflisung zu. Nach einer 
Reaktionszeit von 10 Minuten bei 20° bricht man die Reaktion 
ab und neBlerisiert in 100 com MeBkolben. Man vergleicht mit 
einer in folgender Weise ausgefiihrten Kontrolle. In ein ge- 
reinigtes Reagenzglas kommen 1 ccm einer 2 °/,igen Lisung von 
Gummi arabicum, 0,2 ccm Phosphatpuffer und 1 Tropfen Urease. 
Wenn die Mischung die Temperatur des Bades angenommen hat, 
setzt man 1 ccm einer 0,25°/, igen Harnstofflisung hinzu. Reaktions- 
zeit auch hier 10 Minuten. Wenn nun das untersuchte destillierte 
Wasser unschiidlich ist, findet man keinen Unterschied zwischen 
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den 2 NeBlerproben. Destilliertes Wasser kann so giftig sein, 
daB unter den angegebenen Bedingungen iiberhaupt keive Spaltung 
eintritt. Weil Harnstoff die zerstérende Wirkung des Wassers 
vermindert, haben wir in den Proben eine miglichst kleine Sub- 
stratmenge angewandt. Da indessen die Aktivitiit der Urease 
bei Substratkonzentrationen unter 0,1°/, rasch vermindert wird, 
haben wir in beiden Proben fiir konstante Harnstoffkonzentration 
sesorgt. 

Da Phosphat auch gegen Schwermetuallvergiftung  schiitzt, 
haben wir in eimigen Versuchen den Phosphatpufier mit Citrat 
vou Pp, = 95,7 ersetzt. Dabei gehen die Reaktionen also nicht 
beim Acidititsoptimum des Enzymes vor sich, aber andererseits 
ist ja die Pufferwirkung des Citrates bei neutraler Reaktion so 
klein, daB es gar keine Sicherheit bietet. Unser Citratpuffer war 
eine 10 °/,ige Lésung, aus Kahlbaums Citronensiiture und NaOH 
aus Natrium hergestellt. Das gewéhnliche NaOH enthielt bis- 
weilen eine Verunreinigung, die zwar in saurer Lésung wirkungslos 
war, in neutraler oder alkalischer Liésung aber hemmte. 

Unser Phosphatpuffer wurde folgendermaBen _ hergestellt. 
28 ¢ KH,PO, und 68 g Na,HPO, (nach Sérensen beide Salze 
wasserfrei) werden in etwa 1500 ccm reinem Wasser gelist. Die 
Lisung wird mit H,S gesittigt und darf in verschlossener Flasche 
iiber Nacht stehen. Man filtriert in ein 1 Literbecherglas.  So- 
furt, wenn einige Kubikzentimeter durchgelaufen sind, erhitzt 
man das Filtrat zum Kochen und setzt das Kochen fort, bis 
das Totalvolumen des Filtrates etwa 700 cem betriigt. Nach Ab- 
kiihlen verdiinnt man mit reinem Wasser zu 1 Liter. 

Die grofen Reagenzgliiser, worin die Harnstotfspaltungen 
ausgefiihrt wurden, muften in besonderer Weise gereinigt werden. 
Besonders nach Versuchen mit Schwermetallsalzen besteht die 
sefahr, dag Metall am Glas haftet. Chromschwefelsiure entfernte 
nicht Silber oder Quecksilber vollstindig. Das Silber wurde auch 
nicht durch ‘Thiosulfat ganz beseitigt. Ein Glas, das eine 
0,1 °/,ige AgNO,-Lisung einige Minuten enthalten hatte und 
dann mit Thiosulfat und darauf Chromschwefelsiure und schlieB- 
lich mehrmals mit reinem Wasser gespiilt wurde, war noch stark 
siftig, Die eingangs erwaihnte Reinigungsmethode mit rauchender 
Salpetersiure und dann konzextriertem Ammoniak ist aber zu- 
verlissig, 

Im Zusammenhang mit dieser Frage iiber die Inaktivierung 
der Urease und die Wirkung von Substanzen, welche die Aktivitit 
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erhébhen, miissen wir folgendes beobachten: Es ist natitrlich 
a priori méglich, daB gewisse Substanzen (wie in unserem Falle 
das Gummi arabicum) die Aktivitit des Enzymes tiberhaupt er- 
héhen, d. h., als sogenannte Auxosubstanzen wirken. Zu solchen 
wiirde man also zB, EiweiB, Aminosiuren, HCN und H,S 
rechnen. Andererseits ist es. miglich, daB sie keine wirkliche 
.Auxowirkung* haben, sondern nur in dem MaBe einen Effekt 
zeigen, als sie das Enzym vor Zerstérung durch Gitte, oder, was 
natiirlich auch moglich ist, vor der zerstérenden (hydrolysierenden) | 
Wirkung des Wassers selbst schiitzt. Die dritte Miglichkeit, die 
nach unserer Meinung die wahrscheinlichste ist, ist nun, daB die 
betreffenden Stoffe nur dadurch wirken, daB sie die tatsiichlich 
anwesenden Gifte (Schwermetalle) binden und unschiidlich machen. 

Die Anwesenheit von Metallen im Wasser kann ja leicht direkt 

gezeigt werden. Wirkungen von ,,Auxostoffen“, die Jacoby?) ge- 

funden haben will, oder von ,,Promotoren* (Rockwood?) sind ] 
auch ausgeschlossen, da Urease in Gegenwart solcher Stoffe nie t 
aktiver als in reinem Wasser gefunden wurde. Durch Zusatz 
von Gumini arabicum, H,S, HCN, Aminosiiuren oder Kieralbumin Z 
konnte nie eine griBere Wirkung als die der Urease allein er- 
halten werden. 








Man kinnte sich nun allerdings vorstellen, daB die Wirkung fF © 
unseres umdestillierten Wassers nicht daraut beruht, dab die 
Gifte entfernt worden sind, sondern darauf, da’ wihrend der pl 
Destillation Stoffe eingefithrt wurden, die die Urease schiitzen. DI 
Solche Stoffe kénnen nur aus dem Kork oder dem Glas kommen. wl 
Es zeigte sich nun, daB, wenn man Kork mit Wasser auskocht, se 
der konzentrierte Extrakt das Enzym gegen die Wirkung giftigen dil 


Wassers etwas schiitzt. Dieser Effekt kann unsere Versuche 
doch nicht erkliren, da in unserem Apparat nur sehr wenig 
Material aus dem Kork kommen konnte. 







Einige Versuche tiber die Ag-Inaktivierung der Urease. 


Puffer. Wiinschenswert ist eine Pufferlésung, die ein ge- 
eignetes p,, wiihrend des Versuches moglichst konstant hilt und 
die mit dem Silber in den in Frage kommenden Verdiinnungen 
nicht reagiert. Wir versuchten zuerst mit Phosphatpuffer bei 
P,, = 7, fanden aber, wie auch erwartet werden konnte, dab das 







') Jacoby u. Umeda, Biochem. Z. 46, 23 (1915); Jacoby u. Rosen- 
feld, ebenda 158, 334 (1925). 
*) Rockwood u. Husa, Amer. chem. J. 45, 2678 (1923). 
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Phosphat das Enzym gegen das Silber schiitzte. In derselben 
Weise wirkte auch Kohlensiure—Bicarbonatpuffer. Boratpuffer 
war schon aus dem Grunde ausgeschlossen, weil er allein das 
Knzym stark inaktiviert. Die einzigen Puffer, die wir finden 
konnten, die mit dem Silber nicht reagierten, waren Acetat- und 
Vitratpuffer, die andererseits beim Neutralpunkt beinahe keine 
Pufferwirkung haben. Wir fiihrten deshalb unsere Versuche 
meistens bei p,, = 5,7 aus. (Kine andere Méglichkeit ist, auf die 
Kconstanthaltung der Aciditat zu verzichten, von neutraler Reaktion 
uuszugehen und z. B. die Zeit zu messen, die noétig ist, um die 
lteaktionsmischung so alkalisch zu machen, daB sie Phenolrot rétet.) 

Urease. Die hochaktiven Ureasekrystalle wurden in der 
schon beschriebenen Weise?) gewonnen und im allgemeinen ein- 
mal umkrystallisiert.2) Die Krystalle wurden mit eisgekiihltem 
39 °/,igem Aceton gewaschen, um Phosphat zu entfernen. Unter- 
suchung nach der Methode von Fiske und Subbarow’) zeigte, 
daB die Ureasekrystalle frei von Phosphat waren. Von den 
Krystallen wurden Lisungen von 150—600 EKinheiten pro Kubik- 
zentimeter bereitet und ohne Antisepticum in Kis aufbewahrt. 

Harnstoff. Kahlbaums reiner Harnstoff wurde zweimal 
aus kochendem Alkohol umkrystallisiert. Der Alkohol war in 
einem Glasapparat umdestilliert. 

Silberlésungen. Kine Silbernitratlésung, 1 mg AgNO, 
pro Kubikzentimeter enthaltend, wurde in einer dick paraffinierten, 
braunen Flasche aufbewahrt. Die verdiinnteren Silberlisungen 
wurden daraus tiglich in paraffinierten, dunklen Flaschen her- 
gestellt. In nicht paraffinierten Flaschen verminderten die ver- 
diinnteren Lésungen ihren Silbergehalt schnell. 

Urease, zu der geniigend Silber zugesetzt war, so daB nach 
Zusatz von 0,05 mg Harnstoff keine Aktivitét beobachtet werden 
konnte, entfaltete eine bedeutende Wirkung in Anwesenheit eines 
Uberschusses von Harnstoff. Dies kann nun entweder so gedeutet 
werden, daB das Substrat bei seiner Bindung an das Knzym das 
Silber verdringt, oder auch so, daB der Harnstoff Silber bindet 
und dadurch das Enzym reaktiviert. Um dariiber Aufschlu8 zu 
bekommen, ob Harnstoff und Silber in den in Frage kommenden 
Nonzentrationen reagieren, haben wir einige elektrometrische 





') Sumner, J. of biol. Chem. 69, 435 (1926). 

*) Sumner, J. of biol. chem. 70, 97 (1926); vgl. auch Sumner, Ber. 
chem. Ges. 63, 582 (1930). 
*) J. of biol. Chem. 66, 375 (1925). 
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Silberionenkonzentrationsbestimmungen vorgenommen. Wir haben 
dabei Konzentrationsketten wie die folgende untersucht: 

Elektrode | AgNO,-Lésung mit Zusatz] AgNO,- Lésung derselben | Elektrode 
von Ag |der zu priifenden Substanz | Konzentration ohne Zusatz | von Ag 

Die Methodik war sonst die von Kuler und Svanberg’) in 
einer entsprechenden Untersuchung iiber Saccharase angewandte. 
Die Elektroden waren aus Feinsilber von der Konig]. Miinze zu 
Stockholm. Vor der Anwendung hingen die Elektroden kurz- 
geschlossen in 0,0in-AgNO,. Sie zeigten dann nie Spannungs- 
differenzen gréBer als 2 Millivolt, d.h. wenn sehr vorsichtig ge- 
arbeitet wurde. Man darf z. B. unter keinen Umstiinden die 
Klektroden oder Glasteile, die von den sehr verdiinnten Silber- 
lisungen benetzt werden, mit den Fingern berihren. 

Zuerst wurden einige Versuche mit Silberlésungen verschie- 
dener Konzentration ohne Zusitze ausgefiihrt. Die gefundenen 
Spannungsdifferenzen stimmten sehr nahe mit den theoretisch 
berechneten iiberein. Es wurden dann Elemente zusammengesetzt, 
wobei zu der einen Lisung Harnstoff gesetzt wurde. Beispiel: In 
beiden ElektrodengefaBen zunichst 0,00075 n-AgNO,. Spannung 
2 Millivolt. In der einen Lisung (20 ccm) wurde nun 1 g reiner 
Harnstoff (siehe oben) aufgelést. Die Spannung blieb unverandert 
— 2 Millivolt. Der Harnstoff bindet also auch in dieser sehr 
verdiinnten Silber’ésung keine merklichen Mengen Silber. Um zu 
sehen, wie sich das Potential bei Zusatz eines mit Sicherheit 
silberbindenden Stoffes verhilt, wurde in demselben GefaBe, wo 
der Harnstoff gelést worden war, 10 mg Kieralbumin gegeben. 
Die Potentialdifferenz stieg unmittelbar zu 555 Millivolt. Viele 
ithnliche Versuche unter Anwendung von Silberlésungen ver- 
schiedener Konzentration wie von verschiedenen Harnstoffpraparaten. 
gaben dasselbe Ergebnis, was den SchluB berechtigt, daB die oben 
besprochene Reaktivierung silberinaktivierter Urease durch Harn- 
stoff darauf beruht, daB der Harnstoff bei seiner Bindung an die 
Urease das Silber verdringt. 

Bei unseren Versuchen iiber die Silberinaktivierung der 
Urease haben wir nun weiter gefunden, daB die Inaktivierung 
etwas gréBer war, wenn die Reagentien in der Ordnung 

Puffer, Urease, Silbernitrat, Harnstoff 
gemischt wurden, als wenn man sie folgendermafBen mischte: 
Puffer, Silbernitrat, Harnstoff, Urease. 


') Fermentforschung 4, 142 (1920). 
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Man kénnte sich nun denken, da dies damit zusammenhingt, 
daB Substrat und Silber um eine ,,aktive Gruppe‘ des Enzyms 
konkurrieren, und daB das Silber, wenn einmal an das Enzym 
gebunden, nur langsam von dem Harnstoff ersetzt wird. Wire 
dies aber richtig, wiirde man erwarten, daB in den Fillen, wo 
der Harnstoff zuletzt zugesetzt wurde, das Enzym beim Fort- 
schreiten der Reaktion immer aktiver werden sollte, was wir in- 
dessen nicht haben beobachten kinnen. Andererseits ist die 
Enzym—Giftverbindung, wie das auch bei anderen Enzymen der 
Fall ist, wesentlich labiler als das Enzym selbst. Neben der 
reversiblen Inaktivierung tritt deshalb auch eine irreversible ein. In 
dem oben besprochenen ,,ersten Fall“ kann vielleicht die irreversible 
Inaktivierung schon bei Zusatz des Substrates recht groB sein. 

Im Zusammenhang mit dieser Frage iiber die reversible und 
irreversible Jnaktivierung der Urease sei auch folgendes angefiihrt: 
In Anwesenheit von Phosphat war bedeutend mehr Silber not- 
wendig, um eine bestimmte Inaktivierung hervorzurufen, als unter 
Anwendung von Citrat, weil das Phosphat Silber bindet und also 
das Enzym schiitzt. Wenn in Phosphatpuffer Urease praktisch 
vollstindig mit Silber vergiftet wurde, war die Inaktivierung teil- 
weise irreversibel, was durch Behandlung mit Schwefelwasserstoff 
sezeigt werden konnte. Die irreversible Inaktivierung wurde mit 
der Zeit vergréBert. In ahnlichen Versuchen in Citrat brauchte 
man erstens, natiirlicherweise zu einer gleich groBen Inaktivierung, 
weniger Silber, zweitens fand (in mafigen Zeiten) keine irre- 
versible Inaktivierung statt, was mit H,S gezeigt werden konnte. 
(In den Versuchen mit Schwefelwasserstoff konnte die Ammoniak- 
bestimmung natiirlicherweise nicht nach NeBler erfolgen. Hier 
wie sonst, wenn eine gréBere Genauigkeit erforderlich war, wurde 
das NH, mit K,CO, oder Alkali freigesetzt und bei Zimmer- 
temperatur in titrierte Siiure gesogen.') Die Ursache dazu, dab 
in Citrat keine irreversible Inaktivierung einzutreten scheint, kann 
natiirlicherweise sowohl mit der Aciditit wie mit der Natur des 
Puffers zusammenhiingen. 

Wir haben versucht eine Auffassung zu bekommen iiber die 
Mengen Silber, die fiir die Inaktivierung einer bestimmten Urease- 
menge notwendig sind. 1 ccm 10°/,iger Citratpuffer von p,, =5,75 
wurde mit 1 cem Lésung krystallisierter Urease, 1 com AgNO,- 
Lisung von verschiedenen Konzentrationen und schlieBlich 1 ecm 





') Van Slyke u. Cullen, J. of biol. Chem, 19, 211 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIX, 15 
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2° ,igem Harnstoff gemischt. 
zeit wurde NH, titrimetrisch bestimmt. Ahnliche Versuchsreihen 
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Nach einer passenden Reaktions- 
] 


wurden mit anderen Harnstoffmengen ausgeftihrt. In einer Reihe 
mit 1 ccm 0.2°/ iger Harnstofflésung fanden wir z.B. eine Kurve, 


die wir in der Fig. 1 veranschaulicht haben. Sie liegt etwas unter- 


halb der mit 20 me Harnstoff gewonnenen. Dies beruht nun nicht 
nur darauf, da& der Harnstoff das Enzym gegen die Inaktivierung 
schiitzt, sondern auch teilweise darauf, daB die Aktivitiit des Enzymes 
in so verdiinnten Substratl6sungen auch ohne Gift vermindert ist. 
Die Versuchsmischungen enthielten approximativ 0,01 mg Urease. 
Sowohl aus theoretischen Griinden wie aus der Form der Kurven 
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Fig. 1. 


kann man schlieBen, daB die Verbindung Silber-Urease dissoziiert. 
Es ist deshalb nicht ohne weiteres méglich die Menge Silber 
anzugeben, die zur vollstiindigen Inaktivierung eier bestimmte 
Ureasemenge notwendig ist. Aus dem oberen Teil der Kur 
kiénnen wir aber schlieBen, daB zur Inaktivierung von 0,008 mg 
Urease (Reinheitsgrad etwa 120000 Einheiten pro g) weniger als 
0,000013mg AgNO, erforderlich sind. Dies bedeutet, daB 1 g-Atom 
Suber mehr als 40000 g Urease inaktiviert.') 

In diesem Zusammenhang wollen wir tber einige elektro- 
metrische Bestimmungen der Silberbindung durch Urease be- 
richten. Die Methode war die oben Genannte. Das Volumen 
1!) Hier wollen wir ausdriicklich betonen, daB der Wert durch Wir 
kung unkontrollierbarer, inaktivierender Verunreinigungen entstelit “— 
kann. Unter allen Umstiinden ist der Wert im Verhiiltnis zu dem b« 
anderen Enzymen gefundenen sehr hoch, was fiir eine grobe Reinheit 
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einzigen Silberions vernichtet wird. 
licherweise auch damit rechnen, daB Verunreinigungen in dem 


Uber Schwermetall-Inaktivierung hochgereinigter Urease. 997 
der beiden Silberlésungen war 20 ccm. Beide Lisungen hatten 
am Anfange jedes Versuches dieselbe Konzentration, und es wurde 
kontrolliert, daB die Klektroden keine wesentliche Potentialdifferenz 
zeigten. Zu einer der Silberlésungen wurde dann eine kleine 
Menge einer konzentrierten Liésung krystallisierter Urease gegeben 
und die Spannungsdifferenz gemessen. Daraus wurde die Menge 
des von der Urease gebundenen Silbers berechnet. 
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Wir finden aus der Tabelle, die wir in der Fig. 2 ver- 
anschaulicht haben, daB die Urease unter diesen Verhiiltnissen 
viel mehr (mehr als zehnmal soviel) Silber bindet, als zur In- 
uktivierung der Enzymwirkung nach den obigen Versuchen not- 
wendig ist. Nun ist es ja wahrscheinlich, daB ein groBes Molekiil 
wie die Urease Metallionen an vielen Stellen binden kann, dab 
aber die enzymatische Wirkung schon durch den Kintritt eines 
Andererseits mu8 man natiir- 


Enzympriiparat Silber binden kénnen. Da es miglich war, dab 
Spuren von Phosphat darin vorkommen kénnten, haben wir 
15 





998 J.B. Sumner und K. Myrbick, Schwermetall-Inaktivierung usw. 


untersucht, ob 1 mg neutralen Phosphates, eine Menge die 
wenigstens 10mal so groB ist wie die im Enzympriaparat mdégliche, 
aus einer 107*n-AgNO,-Lésung meBbare Silbermengen entionisiert, 
was indessen nicht der Fall war. 

Die elektrometrisch gemessene Silberbindung der Urease 
scheint nicht wesentlich mit der Aciditit 1m Gebiet p,, = 4,5—6 
zu variieren. Dies ist auch mit der sichtbaren Fiallung der 
Urease durch AgNO, der Fall. Gibt man Silbernitratlisung zu 
einer konzentrierten Ureaselésung (150 Kinheiten pro ccm), fallt 
ein schweres weiBes Pricipitat. Zentrifugiert man es ab, findet 
man, daf das Zentrifugat, auch nach Behandlung mit H,S voll- 
kommen inaktiv ist, daB also die Fiillung eine vollstandige ist. 
Der Niederschlag ist in neutralem Phosphat sehr schwer loslich:; 
setzt man aber etwas H,S-Wasser hinzu, lést es sich unmittelbar. 

Zu der Frage ob die sogenannte krystallisierte Urease 
wirklich das Enzym oder nur das Enzym mit Eiwei8 vermisclit 
darstellt, wollen wir folgendes bemerken. Man kann die Aktivitit 
(Reinheitsgrad) eines Enzyms in willkiirlichen Einheiten angeben, 
ein wirklicher Vergleich der Aktivitiiten verschiedener Enzyme 
ist aber, auch wenn wir die Affinitiiten der Enzyme zu den Sub- 
straten usw. kennen, aus dem Grunde theoretisch unmédglich, als 
wir gar nicht behaupten kénnen, daB die spezifischen Reaktions- 
geschwindigkeiten (Zerfallsgeschwindigkeit der EKnzym-Substrat- 
molekiile) auch nur annihernd gleich groB sind. Nehmen wir aber 
dies an, so kiénnen wir den Reinheitsgrad der krystallisierten Urease 
mit denen anderer weitgehend gereinigter Enzyme vergleichen. \\ ir 
haben in der Weise Urease und Saccharase rechnerisch behandelt 
und gefunden, daB die Urease mit 130000 Einheiten pro Gramm 
einer Saccharaselisung von /f = 200—3800 etwa entspricht. Wir 
sehen also, daB die Reinheit der krystallisierten Urease von der- 
selben GréBenordnung ist wie die der besten Saccharasepriiparate. 
Auch wenn die krystallisierte Urease nicht das reine Enzym ist, 
ist es bemerkenswert, daB ein solcher Reinheitsgrad durch eiue 
einzige sehr einfache Operation aus dem Ausgangsmaterial, unter 
Erhéhung der Wirkung auf das 700—800fache, erreichbar ist. 
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Der Gehalt der Knorpelfische an antirachitischem Vitamin. 
Von 


Signe und Sigval Schmidt-Nielsen. 


(Aus dem Laboratorium fiir Technisch-organische Chemie der Kgl, Norwegischen Technischen 
Hochschule Trondhjem.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1930.) 


Die Knorpelfische (Klasmobranchii) haben bekanntlich ge- 
wohnlich eine groBe fettreiche Leber, woraus sich durch einfaches 
Kochen init Wasser, oft ,,Schmelzen“ genannt, reichliche Mengen 
von Tran (Leber6l) gewinnen lassen. Nach den Erfahrungen, die 
ian mit dem Dorschlebertran und den Tranen anderer Knochen- 
fische als Heilmittel gegen Rachitis gemacht hat, hiitte man er- 
warten sollen, daB die Trane der Knorpelfische (Haie, Rochen 
und Chimiren), welche zum Teil erhebliche Mengen von Vitamin A 
enthalten, sich auch an dem antirachitischen Vitamin, Vitamin D, 
reich erweisen sollten, jedenfalls dem Gehalte an Vitamin A ent- 
sprechend. Dies ist aber nicht der Fall, indem die Trane der 
norpelfische, wie wir es in dem Folgenden des niheren zeigen 
wollen, sich oft an Vitamin D arm erweisen, ein Verhalten, das 
vegebenenfalls physiologisch damit zusammenhiingt, daB diese 
Fische ein den Kalkumsatz katalysierendes Agens nur spiirlich 
gebrauchen. 

Unser erster Befund stammt aus dem Friihjahr 1926 mit 
einer Probe Tran aus der Leber des Sonnenhais (Cetorhinus 
maximus Gunnesus), die wir im Monat Juni 1925 im Labo- 
ratorlum dargestellt hatten. Dieser Tran zeigte sich nicht be- 
sonders reich an Vitamin D, obwohl er sich anfangs an Vitamin A 
sehr reich erwies.!) Der Gehalt an Vitamin D wurde zu 50 ameri- 
kanischen Kinheiten bestimmt, d.h. er zeigte an jungen rachitischen 
atten eine heilende Wirkung in Tagesdosen von 20 mg, was 
etwa einem Finftel der Wirkung eines guten Dorschlebertrans 
eutspricht. Poulsson, dem wir Proben dieses Trans iiberlassen 
haben, hat unseren Befund bestiitigt.2) Noch irmer an Vitamin D 
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zeigte sich die Seeratte (Chimaera monstrosa’, indem nimlich 
Tagesdosen von mehreren hundert Milligramm erforderlich waren, 
um irgendwelche antirachitische Wirkung hervorzurufen.* 4) In 
keinem Falle waren weniger als 240 mg hinreichend, und in anderen 
bis auf 480 mg. Man kann wohl demnach hier von einem Mangel 
an Vitamin D sprechen. Dieser Befund, den wir zuerst im 
Friihjahr 1929 verdtfentlicht haben, ist ebenfalls neulich von 
Poulsson bestiitigt worden, indem er nimlich?) berichtet, dai 
dieser ‘T'ran sehr wenig Vitamin D enthilt. 

Indessen scheint es nach unseren spiiteren Befunden, dab 
die Verhiltnisse bei den Knorpelfischen gar nicht einheitlich 
sind. Am iirmsten an Vitamin D sind, wie gerade erwiihnt, die 
im System niedrigst stehenden Chimiren, welche zur Unterordnung 
Holocephali gehéren. Hier sind mebrere hundert Milligramm des 
Trans notwendig, um eine antirachitische Wirkung hervorzurufen, 
d. h. der Tran enthilt héchstens 4—5 amerikanische D-Einheiten. 
Dann kommen die Trane von Haifischen, wo Tagesdosen von der 
GréBenordnung 20—200 mg notwendig sind, d.h. sie enthalten 
bis zu 50 amerikanische D-Einheiten. Am wirksamsten sind die 
Trane der Rochen, welche sich in Tagesdosen von 4—10 mg als 
antirachitisch wirksam erwiesen, d.h. sie entsprechen 250—1(0 
amerikanischen D-EKinheiten, und kommen somit den Knochen- 
fischen nahe. Eine Sonderstellung nimmt der Tran des Herings- 
hais (Lamna cornubica) ein. Dieser hat sich niimlich in bezug 
auf D-Wirkung als ebensogut oder besser als ein guter Dorsch- 
lebertran erwiesen. Von einem guten Dorschlebertran sind Tages- 
dosen von 4 mg notwendig, d. h. er entspricht 250 D-Einheiten. 
Kine durch Ausschmelzen gewonnene Tranprobe des Heringshais 
war in 'agesdosen von 5 mg, und eine durch Extraktion ge- 
wonnene in Tagesdosen yon 2 mg antirachitisch wirksam, d. h. 
der Tran des Heringshais entspricht somit 200—500 D-EKinheiten. 

Wir geben im folgenden in alphabetischer Reihenfolge einige 
Versuchsresultate mit Haien und Rochen an, indem wir, was «die 
Chimiiren betrifit, auf schon veréffentlichte Arbeiten® 4) hinweiscn. 
Was die verwendete Methodik betrifft, sei nur angefiihrt, dit 
die jungen Ratten, sobald sie yon der Mutter genommen werden. 
in der Vorperiode auf eine D-vitaminfreie, aber A-vitaminhalti-e 
Nahrung von Mais (75 g/100 g), Gluten (20 g/100 g), Calciun- 
carbonat 3 g/100 g) und Kochsalz (1 g/100 g) auf 3—4 Woche 
kommen. Die Entwicklung der Metaphyse der Tibia wird dann 
rontgenographisch festgelegt. Falls deutliche rachitische Symptome 
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konstatiert werden, kommen die Tiere in Versuch und erhalten 
tiiglich mit kleinen Pipetten eine gewisse Zahl von_.,'Tropfen* 
direkt in den Mund dosiert. Der Versuch dauerte gewéhnlich 
6 Tage.’) In einigen Tilllen, wo die heilende Wirkung wenig 
ausgesprochen war oder eventuell fehlte, wurde die Versuchsdauer 
auf 12 Tage verliingert. Hierdurch wird es ermiglicht, eine ge- 
ringere Menge von D-Vitamin nachzuweisen, aber ein Vergleich 
zwischen Versuchen mit einer Dauer yon 6 und 12 Tagen darf 
nicht gemacht werden. Versuche, wo die Ratten wihrend der 
Versuchszeit an Gewicht abnehmen, ziihlen nicht. 

Cetorhinus maximus Gunnerus, zuweilen Selache maxima 
genannt, der Sonnenhai oder Riesenhai. Dieser Hai wird jetzt 
selten an unseren Kiisten gefungen, und wir verfiigen nur iiber 
eine einzige Probe, wie oben erwiihnt, im Monat Juni 1925 im 
Laboratorium durch Kochen mit Wasser aus der ganz frischen 
Leber in reichlichen Mengen erhalten. 

Dieser Tran hat in bezug auf Vitamin A ein recht eigen- 
tiimliches Verhalten gezeigt, das wir aus Mangel an neuen 
Proben nicht haben aufkliren kénnen. In unseren ersten Ver- 
suchen war der Tran auberordentlich wirksam, indem 'lagesdosen 
von 0,1 mg hinreichend waren, d.h. einem A-Vitamingehalt von 
10000 amerikanischen Einheiten entsprechend. Ks wurde leider 
anfangs versiumt, die Antimontrich!oridreaktion zu machen. Diese 
war nach etwa 1 Jahr und spiiter véllig negativ, aber ein tihn- 
liches Verhalten haben wir auch mit dem Trane eines Riesen- 
tintenfisches erfahren. Erstaunenswert ist, daB der Tran des 
Sonnenhais nach einem Jahre nur 1000—500 A-Kinheiten zeigte 
und zur Zeit noch weniger wirksam ist, obwohl er im Dunkeln 
und in kohlendioxydhaltiger Atmosphiire aufbewahrt worden ist. 

Die Nahrung des Riesenhais besteht aus kleinen Plankton- 
organismen, besonders Crustaceen, und in Ubereinstimmung mit 
den Befunden an Knochenfischen, die von der niimlichen Nahrung 
leben, und deren Tran sich als besonders antirachitisch wirksam 
vezeigt hat, hatte man fir den Sonnenhai cine gute antirachitische 
Wirkung erwarten sollen. Schon in unserer ersten Mitteilung 
her die Zusammensetzung dieses Trans!) haben wir erwihnt, dab 
er an Vitamin [) nicht besonders reich ist. Die antirachitisch 
Wirksame Tagesdose ist etwa 20 mg, 50 amerikanischen D-Kin- 
heiten entsprechend. Das Vitamin D des Trans scheint, im 
Gegensatz zu dem Vitamin A, in den verflossenen 4—5 Jahren 
ulcht an Menge abgenommen zu haben. 
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Wenn man die Art der Nahrung des Sonnenhais bédenkt, 
ist der gefundene Gehalt an Vitamin D sehr gering, und mus 
als eine negative Selektion der Nahrungsvitamine aufgefaBt werden. 
Da der Sonnenhai stundenlang an der Meeresobertliiche sich von 
der Sonne bestrahlen laBt (daher der Name Sonnenhai, englisch 
Basking Shark), hatte man bei dem Reichtum seines Trans an 
unverseifbaren Bestandteilen im voraus einen Reichtum an 
Vitamin D erwarten sollen. Die Méglichkeit einer reichlichen 
Synthese desselben ist jedenfalls ganz besonders vorhanden, bleibt 
aber aus, was ja dahin gedeutet werden mu, daB dieser Fisch 
nur einen geringen Gebrauch fiir Vitamin D hat. 

Etmopterus spinax Lin, schwarzer Dornhai. Probe FF 
von den Lebern von Weibchen am 8. II. 1929 ausgeschmolzen. 
Dieser Tran zeigte in Tagesdosen von 100 mg eine sichere 
D-Wirkung, entspricht somit 10 D-Einheiten. Es war zweifelhatft, 
ob Tagesdosen von 40 mg iiberhaupt hinreichend waren, um 
irgendeine antirachitische Wirkung hervorzurufen. Die Probe 
zeigte eine Antimontrichloridreaktion von vier blauen Lovibond 
(fiir 0,04 ml Tran in 2,2 ml Mischung), und eine A-Wirkung von 
300 amerikanischen Einheiten. 

Probe FFB am 8. IJ. 1929 aus Lebern von Mannchen durch 
Kochen mit Wasser erhalten. Die Probe zeigte in Tagesdosen 
von 100 mg eine sichere antirachitische Wirkung, entspricht so- 
mit ebenfalls 10 D-Einheiten. 

Probe FYA am 9. X. 1929 aus Lebern von Weibchen mit 
groBen Embryonen dargestellt. 580g Leber von 3 kg Fischen 
gab durch Kochen mit Wasser 390 g Tran, welcher eine Antimon- 
trichloridreaktion von drei blauen Lovibond zeigte. Nach den 
A-Versuchen entspricht er 60 amerikanischen A-Kinheiten. In 
den [)-Versuchen zeigten T'agesdosen von 100 mg in 6 Tagen 
eine sehr gute antirachitische Wirkung, Tagesdosen von 40 mg in 
6 Tagen keine, aber in 12 Tagen eine sichere Wirkung. Der 
D-Gehalt darf somit zwischen 10 und 25 Einheiten liegen. Durc!: 
Extraktion der Leberreste mit Ather wurde eine zweite Portion 
Tran (KYB) in einer Menge von 78 g erhalten. Diese extrahierte 
Probe war reicher an Vitamin A als die direkt ausgeschmolzene. 
Sie zeigte eine Antimontrichloridreaktion von 20 blauen Lovibou 
und entsprach in den Tierversuchen 1500 amerikanischen A-Ein- 
heiten. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem, was wir friiler 
iiber den Unterschied zwischen ausgeschmolzenen und extrahierten 
Tranen gefunden haben.*®) Ejigentiimlich ist, daB diese extrahierte 
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Probe keine bessere D-Wirkung zeigte als die ausgeschmolzene, 
Probe FYB entsprach nimlich maximal 25 D-Kinheiten. Dagegen 
zeigte das aus den Dottersiickchen der Kmbryonen gewonnene 
Fett eine bessere D-Wirkung. Aus 20 g der Dottermasse wurde 
durch Extraktion 11 g Fett erhalten (Probe FYC), das wegen der 
Bildung von Niederschligen keine sicher bestimmbare Antimon- 
trichloridreaktion zeigte (es entspricht etwa zwei blauen Lovibond). 
Tagesdosen von 20 mg riefen in 6 Tagen eine sehr gute anti- 
rachitische Wirkung hervor, d. h. das Fett entspricht wenigstens 
50 D-Einheiten. 

Lamna Cornubica, der Heringshai. Im Winter 1926—27 
haben wir im Laboratorium mehrere Proben ‘Tran dargestellt 
und zwar sowohl durch Kochen der Leber wie durch Extraktion 
der Kochreste. 

Probe HB am 25, XI. 1926 aus der Leber eines alten 
Miinnchens gewonnen. Die verwendeten 6,17 kg Leber gaben 
durch Kochen 2980 g eines hellgelben Trans, der eine Antimon- 
trichloridreaktion von 1,6 blauen Lovibond zeigte. In A-Ver- 
suchen war die notwendige T'agesdose etwa 0,5 ng, entsprechend 
20090 amerikanischen A-Einheiten, also eine bessere Wirkung als 
fiir einen guten Dorschlebertran. Dieser Tran war auch in 
l)-Versuchen gut, indem ‘T'agesdosen von 5 mg sich als anti- 
rachitisch wirksam zeigten, entsprechend 200 D-Kinheiten. 

Probe HDA wurde am 12. II. 1927 ebenfalls aus der Leber 
eines Minnchens gewonnen. Aus 5,8 kg Leber wurden durch 
Kochen mit Wasser 935 g Tran erhalten. Diese Leber war also 
bel weitem nicht so fettreich wie die voranstehende Probe. Der 
Tran zeigte eine Antimontrichloridreaktion yon 1,6 blauen Lovi- 
bond und gab in Tagesdosen von 1—2 mg eine sichere A-Wir- 
kung, entsprechend 1000—500 amerikanischen A-Kinheiten. In 
den D-Versuchen wurde eine gute antirachitische Wirkung in 
lagesdosen von 4 mg erhalten, entsprechend 250 [)-Kinheiten. 

Probe HDB wurde aus den Leberresten der vorangehenden 
Probe (HDA) durch Exiraktion gewonnen. Hierdurch wurden 
485 g eines braungefirbten Trans erhalten. Dieser extrahierte 
Trau zeigte sich in mehreren Beziehungen als selir interessant. 
Krstens betrug die blaue Farbe der Antimontrichloridreaktion, 
auf den vorgeschriebenen 0,04 ml in 2,2 ml Mischung berechnet, 
nicht weniger als 270 blaue Lovibondeinheiten, und in Uberein- 
stimmung hiermit war der Tran auch, was die A-Wirkung betrifit, 
sehr wirksam. Tagesdosen von 0,1 mg waren hinreichend, d. h. 
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der Tran entspricht 10000 A-Einheiten. Nebenbei michten wir 
hier erwihnen, daB auch mit Tagesdosen von 1—2 mg normales 
Wachstum der Versuchsratten hervorgerufen wurde. Wenn man 
also nicht an die Moglichkeit einer Uberdosierung denkt, kann 
man in solchen Fallen zu falschen Werten fiir den A-Vitamin- 
gehalt kommen.’) Der Reichtum der extrahierten Probe (HDB) 
an Vitamin A im Vergleich mit dem Vitamingehalt der aus- 
geschmolzenen Probe (HDA) ist sehr bemerkenswert. Dies ist 
ein Beispiel dafiir, daB die A-Vitamine in einer solchen Weise 
an die Leberzellen gebunden sein kénnen, daB sie trotz ihrer 
Fettléslichkeit nicht ohne weiteres den Fetten folgen. Bei anderen 
fetten Lebern, z. B. des Dorsclhes, ist dieses Verhalten bei weitem 
nicht so ausgepriigt.§) Wir haben iiberhaupt kein so eklatantes 
Beispiel hiervon wie fiir den ran des Heringshais gefunden. — 
Die Probe war auch reicher an Vitamin D als die Probe HDA. 
KMrstere war niimlich in Tagesdosen von 2 mg antirachitisch 
wirksam, d.h. sie entspricht 500 D-Kinheiten. Ks geht hieraus 
hervor, daB auch das Vitamin D fester an die Leberzellen ge- 
bunden sein kann, aber bei weitem nicht in dem Umfang, wie 
fiir das Vitamin A in der Leber des Heringshais gefunden. 

Somniosus microcephalus, der HKishai, auch Grdénlandshai 
genannt. 

An dieser Stelle werden wir nur die Proben HK und HI 
besprechen, beide am 10. X. 1929 dargestellt. Kin Minnchen 
von etwa 40 kg Gesamtgewicht enthielt eine Leber von nur 
2.1 ke Gewicht, welche durch Kochen mit Wasser 600 g eines 
hellgelben Trans gab (Probe HK). Durch Extraktion der Reste 
wurde eine zweite Portion Tran (HL) in einer Menge von 157 g 
gewonnen. 

Beide Proben gaben die Antimontrichloridreaktion gleich 
kriiftig, niimlich entsprechend 32 blauen Lovibond. In den A-Ver- 
suchen waren Tagesdosen von 0,4 mg, entsprechend 2500 A-Kin- 
heiten, sicher hinreichend fiir die Probe HK, wihrend Probe HL 
mit dieser Tagesdose sich als ein biBchen weniger kriiftig erwies. 
In den [)-Versuchen gaben fiir Probe HK Tagesdosen von 200 mg 
eine geringe antirachitische Wirkung in 6 Tagen, eine aus- 
gesprochene in 12 Tagen. Sie entspricht also maximal 5 D-Kin- 
heiten. Fir die Probe HL wurde keine antirachitische Wirkung 
mit 200 mg in 6 Tagen erhalten, nach 12 Tagen dagegen war 
die Wirkung unaweifelhaft. Es ist auffallend, daB die extrahierte 
Probe in diesem Falle, was die biologischen Wirkungen betriflt, 
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sich nicht kriftiger wirksam als die durch Ausschmelzen ge- 
wonnene erwiesen hat. 

Squalus acanthias L., der Dornhai. Von diesem Hai haben 
wir 2 Proben vom 2. XII, 1929, beide durch Kochen mit Wasser 
gewonnen. Probe FZA stammte aus der Leber von zwei weib- 
lichen Individuen mit reifen Eiern her. ‘Totalgewicht 5,85 kg, 
Lebergewicht 670 g und die Menge des ausgeschmolzenen ‘Trans 
235g. Der Tran, welcher mit der Antimontrichloridreaktion 
eine blaue Farbe von neun blauen Lovibond gab, zeigte in 
Tagesdosen von 40 mg keine antirachitische Wirkung in 6 ‘lagen, 
aber eine sehr gute in 12 Tagen. Mit 100 mg war die anti- 
rachitische Wirkung auch in 6 Tagen sehr gut. Die Probe ent- 
spricht also wenigstens 10 und héchstens 25 D-Kinheiten. 

Probe FOA wurde aus der Leber vier miinnlicher Individuen 
gewonnen. ‘Totalgewicht der Fische 9,7 kg, Lebergewicht 967 g 
und Menge des ausgeschmolzenen Trans 240 g. Die Probe gab 
eine Antimontrichloridreaktion von 3,6 blauen Lovibond. ‘lnges- 
dosen von 30mg des Trans waren in 6 Tagen antirachitisch 
wirksam, entsprechend 30 D-Einheiten. 

Raja fullonica, der Chagringlattroche. 

Probe FJ wurde am 6. V. 1929 durch Extraktion der Leber 
gewonnen. Der Tran gab eine Antimontrichloridreaktion von 
neun blauen Lovibond. Kine schwache antirachitische Wirkung 
wurde in 6 Tagen von 4 mg bervorgerufen, einem maximalen 
Gehalt von 250 D-Kinheiten entsprechend. 

Probe FASA vom 9. X. 1929. Ein Weibchen vom Total- 
gewicht 4 kg hatte eine Leber von 260 g Gewicht, welche durch 
Ausschmelzen 38 g Tran lieferte. Dieser zeigte eine Antimon- 
trichloridreaktion von 3,7 blauen Lovibond, und 10 mg des ‘Trans 
gaben in 6 Tagen eine sichere antirachitische Wirkung, wiihrend 
4mg in 6 Tagen keine und in 12 Tagen nur eine geringe Wir- 
kung zeigten. Der Minimalgehalt war somit 100 D-Hinheiten, 
aber nicht wesentlich héher. 

Raja CQxyrrhynchus, der spitzschniuzige Roche. Wir 
verfiigen iiber 2 Proben am 22. X. 1929 aus der Leber eines 
Weibchens mit groBen Eiern (310 g) vom Totalgewicht 15,38 kg 
und Lebergewicht 1,14 kg dargestellt. 

Probe FXA, durch Ausschmelzen gewonnen, betrug 200 g. 
Dieser Tran zeigte eine Antimontrichloridreaktion von etwa neun 
blauen Lovibond. 10mg gaben in 6 Tagen eine sichere anti- 
rachitische Wirkung, wihrend 4 mg in 6 Tagen keine, aber in 
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12 Tagen einige Wirkung zeigten. Der Gehalt an Vitamin D 
liegt somit zwischen 100 und 250 Ejinheiten. 

Probe FXB, durch Extraktion der Reste gewonnen, be- 
trug 114g. Sie gab eine Antimontrichloridreaktion von etwa 
15 blauen Lovibond. Nach den Fiitterungsversuchen entspricht 
auch diese Probe héchstens 250 D-Kinheiten, indem mit Tages- 
dosen von 4 mg eine geringe Wirkung erhalten wurde. 

Wenn man die mitgeteilten Versuchsresultate tiberblickt, ist 
es erstens auffallend, daB der Gehalt der einzelnen Proben an 
Vitamin A sehr wechselnd ist, niimlich von kaum hundert bis 
auf mehrere tausend amerikanische Kinheiten. Wir werden jetzt 
gar keinen Versuch machen, um eine Erklirung hierfiir zu finden. 
Ks ist bekanntlich eine allgemein anerkannte Tatsache, daB die 
A-Vitamine von der Nahrung herriihren, aber irgendein Zusammen- 
hang ist in den besprochenen Fallen nicht zu finden. In diesem 
Zusammenhange méchten wir jedoch erwihnen, daB es unméglich 
ist, den Vitamingehalt statistisch zu verwerten, ohne daB man 
gleichzeitig Kérpergewicht, Lebergewicht, die Menge des durch 
Ausschmelzen gewinnbaren ‘Trans, sowie des durch Extrahieren 
gewinnbaren kennt. 

In den meisten, wenn auch nicht in allen Fallen, hat der 
extrahierte Tran sich niimlich als reicher sowohl an Vitamin A 
wie D erwiesen. Wenn nur der durch Ausschmelzen gewonnene 
T'ran untersucht wird, gewinnt man hier wie fiir die Knochen- 
fische gar keinen Uberblick iiber den tatsiichlich vorhandener 
gesamten Vitaminvorrat. Ein Vergleich zwischen den Resultaten 
der verschiedenen Autoren darf deswegen auch nicht gemacht 
werden, ohne da’ man die Darstellungsweise des Trans kennt. 
Lebern, die so mager sind, dab sie beim Kochen mit Wasser 
gar keinen Tran abgeben, geben nach unseren, hauptsiichlich an 
Knochenfischen gemachten Erfahrungen durch Extraktion einen 
Tran, der sich als wesentlich vitaminreicher als diejenigen Trane 
zeigt, welche in reichlichen Mengen aus den fettreichen Lebern 
durch Kochen glatt abgeliefert werden. Die mageren Lebern 
sind iibrigens gewohnlich gleichzeitig von einem wesentlich ge- 
ringeren Gewichte, absolut genommen, wie im Verhiltnis zum 
Kérpergewicht, welch letzteres natiirlich auch _beriicksichtigt 
werden muB. 

Der Gehalt an Vitamin D hat in den hier besprochenen 
Proben von fast keinen, respektive ganz geringen Mengen, ent- 
sprechend 5—10 amerikanischen D-KEinheiten, bis zu einer 
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D-Vitaminmenge, mehreren hundert amerikanischen [)-Kinheiten 
entsprechend, gewechselt. Kin Zusammenhang zwischen der 
Menge von A-Vitamin und J)-Vitamin fehlt véllig. Wenn man 
voraussetzen kann, daB die beiden Vitamine von der Nahrung 
stammen, kann die direkte Folgerung gemacht werden, dab eine 
selektive Resorption stattgefunden haben muff. Es liegt sehr 
nahe, zu schlieBen, daB dieses Verhalten im Zusammenhange mit 
dem Kalkgehalte der betreffenden Fische stehen mub. 

Obwohl bei den Knorpelfischen, wie der Name sagt, das 
Skelett aus Knorpelbildungen besteht, so ist jedoch auch hier 
der Wirbelkérper mehr oder weniger verkalkt. Hasse*) hat 
sogar eine Einteilung der Knorpelfische auf die Ausformung der 
Verkalkung versucht. Unseres Wissens liegen keine Analysen 
iiber den Kalk- bzw. Phosphorgehalt der Knorpelfische vor. Aus 
einer orientierenden Untersuchung hieriiber?’), die wir demniichst 
verdffentlichen werden, entnehmen wir nur als Beispiele, dab 
withrend der Riickenknorpel des Kishais im feuchten Zustande 
nur rund 1 g/100 g Asche enthilt, so ist der Aschengehalt des 
Riickenknorpels bei Chimaira rund 4 g/100 g, beim Dornhai rund 
6 g/100 g, bei den Rochen rund 7—12 g/100 g. Der Gehalt der 
Asche an Calcium und Phosphor ist am geringsten beim Eishai 
und am héchsten bei den Rochen, aber die Verhiltnisse scheinen 
recht komplizierter Natur zu sein. Zum Vergleich fiithren wir 
an, daB die Wirbelkérper des Dorsches im feuchten Zustande 
etwa 25 g/100 ¢ kalkreicher Asche enthalten. 

Um den Kalkbedarf der Knorpelfische beurteilen zu kénnen, 
reicht es indessen nicht hin, den Kalkgehalt des Skelettes zu 
kennen. Man muB auch beriicksichtigen, daB viele von diesen 
Kischen kriftige Kalkbildungen in der Haut besitzen. Der 
Aschegehalt der trockenen Haut des Dornhais betriigt so z. B. 
21,6 g/100 g und des Kishais 20,1 g/100 g, wovon bzw. 32,6 und 
30,1°/, Calcium (Ca). Die trockene Haut der Chimiire hat da- 
gegen nur 5,6 g/100 g Asche. Hierzu kommt noch, daB mehrere 
dieser Fische sehr kriftig entwickelte Ziihne besitzen. Kin Punkt, 
der auch fiir eine nihere Besprechung iiber den Zusammenhang 
zwischen Vorkommen von Vitamin D und Kalkstoffwechsel heran- 
gezogen werden muB, ist ferner der Kalkgehalt der Muskeln. 
Dieser sowie der Aschegehalt ist bei der Kishaimuskulatur ge- 
ringer als bei der Chimire und dem schwarzen Dornhai. — Nach 
unseren bis jetzt vorliegenden Untersuchungen scheint bei den 
Knorpelfischen ein Zusammenhang zwischen Kalkgehalt und 
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D-Vitamin zu bestehen, aber unser Material ist bei weitem nfcht 


hint 


‘eichend, um endgiiltige SchluBfolgerungen ziehen zu kénnen. 


Eine Frage, die wir jetzt nur ganz oberfliichlich untersucht haben, 


ist 


hier 


das Vorkommen von dem Provitamin 1), ohne daB wir jetzt 
auf eingehen werden. 


Diese Untersuchungen sind mit Unterstiitzung des ,,Den 


tekniske Héiskoles Fond“ und ,,Verafondet“ ausgefiihrt worden. 


ed 
‘. 


10, 





Literaturverzeichnis. 


Signe u. Sigval Schmidt-Nielsen, A preliminary Note on the 
Liver-Oil of the Basking-Shark. Det Kgl. Norske Vidensk. Selsk. 
Forh. 1, Nr. 2 (1926—1928). 

Poulsson, Uber das Vorkommen des antirachitischen Vitamins in 
Fischleberélen. Verh. d. deutsch. Pharm. Ges. 1929, S. 101. 

Signe u. Sigval Schmidt-Nielsen, A Lack of D-Vitamin in the 
Liver-Oil of the Rabbit-Fish (Chimaera monstrosa). Det Kgl. Norske 
Vidensk, Selsk. Forh. 2, Nr. 14 (1929). 

Signe u. Sigval Schmidt-Nielsen, A Lack of Vitamin D in the 
Liver-Oil of the Rabbit-Fish. Comm. II. Det Kgl. Norske Vidensk. 
Selsk. Forh. 2, Nr. 36 (1929). 

Edvard Poulsson u. Herman Loévenskiold, The Quantitative 
Determination of Vitamin D. Biochemic. J. 22, H. 1 (1928). 

Signe u. Sigval Schmidt-Nielsen, Some Liver Oils yielding a 
strong Colour Reaction with Antimony Trichloride. Biochemie. J. 25, 
H. 1 (1929). 

Signe u. Sigval Schmidt-Nielsen, Overdosering som feilkilde ved 
kyantitativ bestemmelse av vitamin A (With an English Summary). 
Det Kgl. Norske Vidensk. Selsk. Forh. 2, Nr. 35 (1929). 

S. Schmidt-Nielsen u. Arne Flood, Fremstillingsmatens innvirkning 
pa torskelevertranens sammensetning og egenskaper (mit einem Résumé 
in deutscher Sprache). Det Kgl. Norske Vidensk. Selsk. Forh. 3, Nr. 6 
(1930), 

E. Ehrenbaum, Elasmobranchii. Die Tierwelt der Nord- und Ostsee 
von Grimpe u. Wagler, Teil XII (1927). 

S. Schmidt-Nielsen u. Jérgine Stene, Uber den Aschegehalt 
einiger Knorpelfische. Det Kgl. Norske Vidensk. Forh. 3, Nr. 17 (1930) 























e 


e 


alt 
()). 











N-Mono-Methylkadaverin. 
Von 
Rudolf Enger. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Mai 1930.) 


Garcia!) hat bei der Fiiulnis von Pferdefleisch ein Hexa- 
methylendiamin aufgefunden, das mit dem 1,6-Diaminohexan 
nicht identisch ist. Die von Garcia beschriebene Dibenzoyl- 
verbindung der Base schmolz bei 126°, wiihrend der Schmelz- 
punkt des Dibenzoylproduktes vom 1,6-Diaminohexan bei 154 
bis 155° hegt. Die Analyse des Dibenzoylproduktes von Garcia 
stimmt auf Werte, die zwischen C,,H,,N,O, und C,,H,,N,O, 
hegen. Das Pikrat der Base von Garcia schmolz bei 210°, 
wiihrend das Pikrat des 1,6-Diaminohexans einen Schmelzpunkt 
von 220° hat. Die Base von Garcia kénnte u. a. die Kon- 
stitution eines 1-Amino-5-methylaminopentans haben und 
durch Decarboxylierung von «- oder walrscheinlicher ¢-Methyl- 
lysin entstanden sein, Durch Ringspaltung des Benzoylpiperidins 
nach v. Braun und Steindorff?) ist das N-[e-Jod-n-amyl]- 
benzamid leicht zugiinglich. Durch Umsetzung mit Methylamin 
im KinschluBrohr hat man nach Abspaltung der Benzoylgruppe, 
die keinerlei Schwierigkeiten bercitet, die Base in Hiinden) Zur 
Identifizicrung eignet sich das Platinat und das Chloraurat. 
Garcia konnte von seiner Base kein Chloraurat erhalten. Eine 
der Faiulnisbase von Garcia entsprechende Dibenzoylverbindung 
lieB sich nicht darstellen. Die von Garcia beschriebenen groBen 
Krystalle des Platinats wurden ebenfalls nicht erhalten. Die 
Kiulnisbase von Garcia konnte also auf Grund der unvoll- 
stiindigen Angaben, die iiber sie vorlicgen, nicht mit dem N-Methyl- 


') Diese Z. 17, 543 (1893). 
*) Ber. chem. Ges. 38, 174, 2336 (1905). 
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kadaverin identifiziert werden. Welcher Kérper damals erhalten 
worden ist, bleibt weiterhin unklar. 


Versuchsteil. 


l-Benzoylamino-5-methylaminopentan. Da sich das 
primiir zugiingliche Benzoyl-chlor-amylamin bei der gleichen 
Arbeitsweise, mit der Dudley und Thorpe?) das nachst niedere 
Homologe erhalten haben, nicht glatt mit Methylamin umsetzte, 
wurde das Benzoyl-jod-amylamin nach y. Braun bereitet. 

5 g des Jodkiérpers wurden mit 20 ccm absoluten Alkohol 
und 10 ccm 33°/,iger alkoholischer Methylaminlésung im Ein- 
schlubrohr 2 Stunden auf 80° erhitzt. Der Alkohol und das 
iiberschiissige Methylamin wurden im Vakuum entfernt. Der 
Riickstand wurde in Wasser gelést und mit Natronlauge gefillt, 
die Base mit Chloroform extrahiert.. Der Extrakt wurde ge- 
waschen und getrocknet, das Chloroform verdampft. Der Riick- 
stand (3,5 g) wurde mit Salzsiure neutralisiert und im Vakuum 
zur T'rockne gebracht. Das salzsaure Salz in Alkohol gelést und 
mit Ather gefallt. Schmelzpunkt nach mebrfachem Umfillen 153°. 

Ausbeute: In mehreren Versuchen wurden Ausbeuten von 


&5 —95°/, der Theorie erzielt. 
1. 4,095 mg Substanz gaben 3,060 mg H,0, 9,105 mg CQ,. 


2. 3,670 mg m » 0,333 eem N, (759 mm, 18°). 
3. 6,390 mg - » 3,51 mg AgCl. 
Fiir C,,H,,ON,Cl Mol.-Gew. 256,65 
Ber. 60,78 °/, C 825°), H 10,91°/, N 13,82 °/, Cl 
Gef. 60,63 8,36 10,64 13,59 


N-Methylkadaverin. 3,5g 1-Benzoylamino-5-methylamino- 
pentanhydrochlorid werden 13 Stunden mit 20°/,iger Schwefel- 
siiure am RiickfluB gekocht. Nach dem Erkalten wird die Benzoe- 
siiure mit Ather extrahiert (1,6 g). Die Loésung wird auf einen 
Schwefelsiuregehalt von 4°/, verdiinnt und mit Phosphorwolfram- 
siiure gefallt. Der Niederschlag wird abgesaugt und bis zur 
Chlorfreiheit mit 4 °/,iger Schwefelsiure gewaschen und in Aceton- 
wasser 4:3 geldst. Dann zerlegt man das Phosphorwolframat 
mit analysenreinem Baryt. Im Filtrat wird der iberschiissige 
Baryt mit Schwefelsiiure gefallt, das neutrale Filtrat mit Barium- 





1) Biochemie. J. 19, 845 (1925). 
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chlorid versetzt und zur Trockne eingedampft, nachdem vom 
Niederschlag abfiltriert worden war. Der Riickstand wird mit 
absolutem Alkohol ausgezogen und der Alkohol verdampft, 1,8 g 
Riickstand. Beim Versetzen mit iiberschiissiger Natronlauge er- 
halt man durch Extraktion mit Chloroform und nachfolgendem 
Verdampfen des Chloroforms die freie Base, die an der Luft 
raucht und etwa bei 177—178° siedet. 

Da das Hydrochlorid hygroskopisch ist, erfolgt die Identi- 
fizierung iiber das Chloroplatinat und Chloraurat. 

Platinat: Beim Fillen der wiBrigen Hydrochloridlésung des 
N-Methylkadaverins mit salzsaurer Platinchloridlésung erhilt man 
sofort einen gelben krystallinen Niederschlag, der aus wiBriger 
Salzsiure umkrystallisiert werden kann. Mit Alkohol laBt sich 
noch ein Teil des Platinats aus den Mutterlaugen gewinnen. 


Schmelzpunkt des bei 100° zur Konstanz  getrockneten 
Priparates 228°. 


Krystallform: Mikroskopisch kleine Nadeln, die gerade Aus- 
léschung zeigen (schnellere Welle in Richtung der Nadelachse). 


1. 7,240 mg Substanz gaben 2,230 mg H,O, 3,610 mg CO,, 2,675 mg Pt. 


2. 6,600 mg ” » 2,050 mg H,O, 3,290 mg CO,, 2,442 mg Pt. 
3. 5,300 mg " » 0,249 eem N, (752 mm, 19°). 
4. 3,860 mg - » 0,180 cem N, (752 mm, 19°). 


Fiir C,H,,N,PtCl, Mol.-Gew. 526,12 
Ber. 13,68 °/, C 8,45 °/, H 37,10 °/, Pt 5,38 */, N 
Gef. 13,63 3,45 36,95 5,43 
» 13,59 3,48 37,01 5,40 


Chloraurat: Das Goldsalz wird durch Fallen einer wiBrig 
salzsauren N-Methylkadaverinhydrochloridlésung mit 30°/,iger 
Goldchloridlésung dargestellt. Es wird aus wabBriger Salzsiure 
umkrystallisiert. 


Krystallform: Doppelbrechende Oktaeder. 
Das lufttrockene Priparat zeigt einen unscharfen Schmelz- 


punkt (etwa 61°). Das bei 100° im Vakuum iiber Phosphor- 


pentoxyd getrocknete Priparat schmilzt allmahlich zwischen 121 
und 130°. 


1. 9,690 mg Substanz gaben 2,150 mg H,0, 3,250 mg CO,, 4,753 mg Au. 
2. 10,860 mg ‘ » 2,360 mg H,O, 3,610 mg CO,, 5,210mg Au. 
3. 11,680 mg 1 » 5,650 mg Au. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIX. 16 
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Fiir C,H,,N,Au,Cl,1H,O Mol.-Gew. 814,26 


Ber. 8,85 °/, C 2,48°), H 48,43°/, Au 
Gef. 9,15 2,48 49,00 
» 9,06 2,43 47,96 
we -_ 48,34 


Krystallwasserbestimmung: 
47,885 mg lufttrockene Substanz ergeben beim Trocknen im Hoch- 
vakuum tiber Phosphorpentoxyd bei 100° einen Gewichtsverlust von 1,07 mg. 


Ber. 2,21 °/, H,O Gef. 2,24°/, H,O 


Mit Quecksilberchlorid gibt eine Lésung von N-Methyl- 
kadaverinhydrochlorid einen krystallinen Niederschlag, der in 
Alkohol und Wasser wenig lislich ist. Mit Pikrinsiure entsteht 
ein amorpher Niederschlag, der sich in Wasser schwer, in Alkohol 


etwas leichter list. Nesslers Reagenz und Kaliumquecksilber- 


jodid geben noch aus etwa 1 °/,igen Lisungen intensive Fallungen. 
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Teilsynthese des Kerasins und einige Bemerkungen 
iiber Nervon. 


(11. Mitteilung titber Cerebroside,) !) 
Von 
E. Klenk und R. Hiirle. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen aim 12. Mai 1930.) 


Den vier bis jetzt bekannten Cerebrosiden miissen nach dem 
heutigen Stand unserer Kenntnisse die Formeln Ja bis Id zu- 
erteilt werden. 

NH—CO-R 
3 2 1) 
CH, -(CH,),,-CH: CH- CHOH-CH-CH,") 
| 
I O 


| 
CH,OH-CH-(CHOH),-CH 
i a 


wobei fiir Oo 
a) Kerasin: R = CH,-(CH,)..— 
b) Cerebron: R = CH,-(CH,),,-CHOH— 
c) Nervon: R = CH, -(CH,',-CH: CH-(CH,),,— 
d) Oxynervon: R = CH,-(CH,),-CH:CH-(CH,),.»-CHOH— 

Fiir Cerebron und die beiden Cerebroside mit ungesittigten 
Fettsiuren konnte der in den Formeln zum Ausdruck kommende 
analoge Bau insofern genauer begriindet werden, als die Baryt- 
spaltung eines Cerebrosidgemisches, das im wesentlichen nur aus 
Nervon und Oxynervon bestand, zu demselben Galactosido- 
sphingosin (Psychosin) fiihrte, das schon friiher*) auf entsprechende 
Weise aus Cerebron erhalten wurde und fiir welches bis auf 
wenige LEinzelheiten die Konstitution II sichergestellt werden 
konnte.%) 





*) Vgl. FuBnote *) niichste Seite. 

1) 10. Mitteilung: Diese Z. 185, 169 (1929). 
*) Diese Z. 153, 74 (1926). 
*) Diese Z. 178, 221 (1928). 
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Ill 
Il NHH + Cl OC-(CH,),.:CH, 


3 2 1 
CH, -(CH,),,+CH:CH-CHOH-CH-CH,”*) 
| 
O 


| 
CH,OH-CH-(CHOH), CH 
ia a 
VO 


Nur fiir das Kerasin steht der direkte Beweis fiir die Richtig- 
keit des Formelbildes noch aus.') Die schwierige Zuginglichkeit 
dieses Cerebrosids lieB es nicht ratsam erscheinen, ihn ebenfalls 
durch Barytspaltung zu erbringen. Es wurde deshalb der Weg 
der Synthese eingeschlagen, der leichter zum Ziel fiithren und 
auBerdem fiir die weitere Sicherung der bereits gewonnenen Er- 
gebnisse von allgemeinerem Nutzen sein mubBte. 

Als Ausgangsprodukt diente das Galactosido-sphingosin II, 

an dessen Aminogruppe wir die Lignocerinsiure C,,H,,O, nach 
I] + Ill anlagerten. Abgesehen von dem offenbar etwas besseren 
Krystallisationsvermégen des so gewonnenen synthetischen K6rpers 
stimmen die Eigenschaften desselben befriedigend mit der Be- 
schreibung iiberein, die Rosenheim?) fiir das Gehirnkerasin 
gegeben hat. Insbesondere besitzt er keine nennenswert hdhere 
Linksdrehung als Rosenheims _ héchstdrehende Priparate, 
wiihrend das aus Gauchermilz (Lieb**), Lieb und Mladenovic®) 
und aus normaler Rindermilz (Walz)*) gewonnene Kerasin eine 
iiber doppelt so groBe Linksdrehung zeigt. So ist die Méglich- 
keit, daB der Bau des Milzkerasins nicht vollkommen dem des 
Gehirnkerasins bzw. dem der andern Cerebroside des Gehirns 
entspricht, ernstlich in Erwigung zu ziehen. Jedenfalls ist die 
Differenz zu groB, als daB sie, wie Lieb*) anzunehmen geneigt 
ist, durch Ablesungsfehler, die bei den niedrigen Drehwerten 
zweifellos sehr bedeutend sind, verursacht sein kénnte. 
*) Die Verteilung der beiden OH-Gruppen und der NH,-Gruppe auf 
die C-Atome 1, 2 und 8 im Sphingosin bedarf noch der Aufklirung. Es 
ist demnach auch die Stellung der Galaktose ain C-Atom 2 noch einiger- 
ma8en zweifelhaft. 

1) Diese Z. 178, 221 (1928). 

2) J. of Biochem. 10, 142 (1916). 

*) Diese Z. 140, 805 (1924). 

*) Diese Z. 170, 60 (1927). 

*) Diese Z. 181, 208 (1929). 

°) Diese Z. 166, 210 (1927). 
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Im Besitze dieses ,synthetischen Kerasins“ konnten wir auch 
unabhingig von den friiheren Befunden die Richtigkeit der Formel 
des Nervons auf einfache Weise noch einmal priifen. Da die 
Nervonsiure C,,H,,O, durch Hydrierung in  Lignocerinsiiure 
C,,H,,0, tibergeht, so miissen — falls Nervon nur durch die 
Natur der Fettsiure sich vom Kerasin unterscheidet — beide Cere- 
broside bei der erschépfenden Hydrierung dasselbe Produkt bilden. 
Wir haben deshalb Nervon nach dem seinerzeit beniitzten Ver- 
fahren?) aus Gehirn wieder neu dargestellt. Das daraus erhaltene 
Tetrahydro-nervon stimmt in der T'at im Einklang mit den vor- 
liegenden Formelbildern in seinen Eigenschaften so weitgehend 
mit dem Dihydro-kerasin tiberein, daB die Identitiit als gesichert 
gelten muB. Ubrigens fallt schon bei den nicht hydrierten Kérpern 
die groBe Abnlichkeit in der sehr charakteristischen Art der Ab- 
scheidung aus Methylalkohol in Form von feinen, zu groBen 
Rosetten vereinigten Nidelchen unter vdélligem Erstarren der 
Fliissigkeit besonders auf. 


Synthese des Kerasins aus Galactosido-sphingosin (Psychosin). 
Zu 1g Galactosido-sphingosin, das in 5 ccm iber Barium- 
oxyd getrocknetem Pyridin gelést ist, wird tropfenweise unter 
zeitweiligem Abkiihlen und Schiitteln eine Lésung von 2 g (etwa 
2 Mol.) Lignocerylchlorid in iiber wasserfreiem Kupfersulfat ge- 
trocknetem Chloroform (5 ccm) gegeben. 


Das fiir die Versuche verwendete Galactosido-sphingosin war aus 
einem Cerebrosidgemisch, das im wesentlichen aus Cerebron bestand, nach 
der Barytmethode*) gewounen worden. 

Fiir die Darstellung des Séurechlorids dienten gut krystallisierte 
Lignocerinsiurepriiparate vom Schmelzp. 81°, die teils aus Cerebrosid- 
gemischen®), teils durch Hydrierung von Nervonsiiure oder Reduktion von 
Cerebronsiiure mit Jodwasserstoff ‘) erhalten waren. Die Uberfiihrung der 
Siiure in das Chlorid erfolgte nach der Methode von Hans Meyer mittels 
Thionylehlorid.*) Der nach Auflésen des Rohproduktes in wenig Petrol- 
ther durch Abkihlen auf 0° und méglichst vollstiindigem AbgieBen der 
Mutterlauge erhaltene weiBe Krystallbrei wurde iiber Atznatron und Paraffin 
einige Tage im Vakuum getrocknet; Schinelzp. 47—49°. 


Nach 24 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur gieBt man das 
Gemisch in 200 ccm kaltes Aceton und saugt den Niecderschlag ab. 





1) Diese Z. 145, 244 (1925). 

*) Diese Z. 153, 74 (1926); desgl. 178, 221 (1928). 

8) Diese Z. 166, 268 (1927). 

‘) Diese Z. 179, 312 (1928). 

‘) Meyer, Analyse und Konstitutionsermittlung, 3. Aufl., 5. 555 (1916). 
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Da unter den vorliegenden Versuchsbedingungen aufer der 
Aminogruppe auch ein Teil der OH-Gruppen des Galactosido- 
sphingosins mit dem Saurechlorid in Reaktion getreten sein 
miissen, wird nun zur Abspaltung des am Sauerstoff sitzenden 
Siurerestes die Substanz in 60 ccm n/2-methylalkoholischer Natron- 
lauge gelést und 10 Minuten unter RiickfluB gekocht. Der beim 
Abkiihlen auftretende Niederschlag wird abgesaugt, aus 30 ccm 
Kisessig umkrystallisiert und zur Entfernung der beigemengten 
Lignocerinsiiure wiederholt mit je 100 ccm Ather ausgekocht. 
Bei den ersten Auskochungen gieft man zweckmiBigerweise die 
iitherische Lésung noch méglichst warm von dem Riickstand ab, 
bei den letzten erfolgt die Trennung durch Zentrifugieren. 

Das so gewonnene Produkt (1,2 g) wird nun nochmals mit 
50 ccm n/10-methylalkoholischer Natronlauge gekocht. Zur Ent- 
fernung etwa noch vorhandener Spuren von Lignocerinsiiure bringt 
man nach 10 Minuten in die Liésung eine kleine Menge fein 
gepulvertes Bariumacetat ein und kocht kurze Zeit weiter. Man 
filtriert heiB und saugt das beim Abkiihlen ausfallende Kerasin 
ab. SchlieBlich wird es aus 100 ccm Chloroform—Methylalkohol 
(1:6), wobei eventuell noch kleinere Mengen von unldéslichen 
Bariumsalzen durch Filtration mit HeiBwassertrichter zu be- 
seitigen sind, und dann noch einmal aus 100 ccm Methylalkohol 
umkrystallisiert. Ausbeute: 0,83 g oder 47°/, der Theorie (auf 
die in den Versuch eingefiithrte Menge von Galactosido-sphingosin 
berechnet). 

Auch wenn man die bei der Acetonfillung und in den methylalkoholischen 
Laugen gelést gebliebene Substanz mit verarbeitet, erhéht sich die Aus- 
beute nicht wesentlich (51°/,). Durch Steigerung der Menge des Saure- 
chlorids (3 Mol.) konnte die Ausbeute nicht verbessert werden. Verwendete 
man aber nur 1 Mol. Saurechlorid, so war sie geringer. 

Nach Rosenheim krystallisiert das Kerasin mit 1 Molekiil 
Krystallwasser, das beim Trocknen iiber Schwefelsiure bei Zimmer- 
temperatur nicht abgegeben werden soll. Unsere so getrockneten 
Priiparate ergaben zu hohe C-Werte, die zwischen 69,8 und 
70,5°/, schwankten, Fiir C,,H,.NO, + H,O (829,8), ber. 69,41 9/, C. 
Die bei 110° tiber P,O, im Vakuum getrocknete Substanz dagegen 
gibt Werte, die auf die wasserfreie Verbindung stimmen. 

19,636 mg der im Vakuum iiber Schwefelsiiure bei Zimmertemperatur 


getrockneten Substanz ergaben beim weiteren Trocknen bei 110° im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd 0,31 mg Gewichtsverlust = 1,58 °/,. 


Fiir C,,H,,NO, + H,O Ber. 2,17 “lo 
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4,990 mg Substanz gaben 12,930 mg CO, und 5,10 mg H,0. 
Fir C,,H,,NO, (811,8) Ber. 70,96 °/, C 11,54 °/, H 
Gef. 70,7 11,4 

Die Substanz ist optisch linksdrehend. 

1,0000 g Substanz (iiber Schwefelsiiure im Vakuum bei Zimmertempe- 
ratur getrocknet) in Pyridin zu 10 cem gelést. Drehung bei Natriamlicht 
im 0,5 dm-Rohr —0,215°. 

[a] =— 4,30°. 

Die unter etwa denselben Bedingungen von Rosenheim fiir 
das Gehirnkerasin gefundenen Werte liegen zwischen — 2,74° 
und —3,78°; die entsprechenden fiir das Kerasin der normalen 
Rindermilz bzw. der Gauchermilz gefundenen Werte sind: — 9,12 ° 
(Walz) bzw. — 9,03° (Lieb und Mladenovice). 

Die Substanz lost sich wie die natiirlichen Cerebroside gut 
in Pyridin, weniger gut in Athyl- und Methylalkohol, sehr schwer 
in Aceton, nicht in Ather und Petrolither, und zwar steht sie 
der Léslichkeit nach in der Mitte zwischen dem schwerer lés- 
lichen Cerebron und dem leichter léslichen Nervon. Bei lang- 
samem Abkihlen einer 10°/,igen Loésung in warmem Pyridin 
beginnt sie bei 25° auszufallen. 

Sie krystallisiert aus Methylalkohol in sehr feinen Nidelchen, 
die von einem Punkt regelmiBig nach allen Richtungen aus- 
strahlen und so groBe, schon mit unbewaffnetem Auge deutlich 
erkennbare Rosetten bilden. Die Abscheidung ist sehr voluminés. 
Noch verhaltnismaiBig verdiinnte Lésungen erstarren beim Ab- 
kithlen véllig zu einer verfilzten, weiBen Masse. Das Bild er- 
innert sehr an das ganz d&hnlich sich verhaltende Nervon. Das 
gute Krystallisationsvermégen scheint beim lingeren Aufbewahren 
der Praparate (6 Monate und langer) allmahlich verloren zu gehen. 

Bei der Gipsplattenprobe nach Rosenheim!) erhalt man 
gut ausgebildete Spharolithe. Die beiden Quadranten, deren 
Diagonale mit der «-Achse des Gipsplittchens parallel verlauft, 
sind blau. Der synthetische Kérper zeigt demnach auch in 
diesem Punkt das von Rosenheim fiir das Gehirnkerasin an- 
gegebene charakteristische Verhalten.*) 

Der Klarungspunkt der einzelnen Priparate schwankte 
zwischen 183 und 185°. Fiir die Priparate aus Gehirn gab 





*) Es ist zu beachten, daB Rosenheim seinen Angaben die y- und 
nicht die a-Achse des Gipsplittchens zugrunde gelegt hat (Privatmitteilung 
von Herrn Prof. Rosenheim). 

1) J. of Biochem. 8, 110 (1914). 
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Rosenheim 180° an, fiir die aus Gauchermilz fanden Lieb bzw. 
Lieb und Mladenovieé vielfach betrichtlich héhere Werte. 


Dihydro-kerasin. 


1 g synthetisches Kerasin — in 150 ccm eines Gemisches 
von 2 Teilen 90°/,igem Alkohol und 1 Teil Eisessig gelést — 
wird durch Schiitteln mit 1 g Palladium—Bariumsulfat-Kataly- 
sator') in einer Wasserstoffatmosphire unter gelindem Erwirmen 
hydriert. Nach Abtrennung des Katalysators von der warmen 
Lésung fallt das Hydrierungsprodukt beim Abkihlen fast voll- 
stindig aus. Es wird abgesaugt und aus Methylalkohol oder 
Essigester umkrystallisert. 0,93 g. 

Die Substanz hilt ebenso wie der nicht hydrierte Kérper 
Wasser bzw. Loésungsmittel hartnickig fest. 

4,812 mg der iiber Schwefelsiure im Vakuum bei Zimmertemperatur 
getrockneten Substanz ergaben beim Trocknen im Hochvakuum iiber P,O, 
bei 120° 0,097 mg Gewichtsverlust (2,02 °/,). 

4,715 mg der bei 120° getrockneten Substanz gaben 12,255 mg CO, 
und 4,90 mg H,O. 

Fiir C,,H,;NO, (813,8) Ber. 70,78°/, C 11,77°/, H 
Gef. 70,9 11,6 


Die Substanz ist optisch rechtsdrehend. 


0,5000 g der im Vakuum iiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur 
getrockneten Substanz in Pyridin zu 5 cem gelést. Drehung bei Natrium- 
licht im 0,5 dm-Rohr + 0,263°. 


125° ~ of 0 
[a}y = + 5,26°%. 


Die Drehung iinderte sich in dem Temperaturbereich von 28—50° nicht. 


Die Substanz ist in Pyridin etwas leichter léslich als der 
nicht hydrierte Kérper. Im iibrigen ist zwischen den beiden 
Kérpern kein deutlicher Unterschied in den Léslichkeitsverhalt- 
nissen zu bemerken. Sie addiert kein Brom. Die Art der Ab- 
scheidung ist viel weniger charakteristisch als die des Kerasins. 
In der Regel bekommt man kugelige Gebilde ohne deutlich er- 
kennbare Struktur, die aber doch im polarisierten Licht bei ge- 
kreuzten Nicols das schwarze Kreuz zeigen. Einen scharfen 
Schmelzpunkt besitzt der Kérper ebensowenig wie die Cerebroside. 
Klirungspunkt 184°, 


_— —E 





') Houben-Weyl, Metheden... 2. Aufl., 2, 270 (1922). 
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Tetrahydro-nervon. 


Die Hydrierung von Nervon (Jodzahl 62,8, analytische Daten 
vgl. unten) erfolgte in derselben Weise wie die von Kerasin. Aus 
0,85 g Nervon wurden 0,68 g des Hydrierungsproduktes erhalten. 

5,009 mg der iiber Schwefelsiure im Vakuum bei Zimmertemperatur 


getrockneten Substanz ergaben bei weiterem Trocknen im Hochvakuumn bei 
120° iiber P,O,; 0,088 mg Gewichtsverlust (1,76 °/,). 


4,921 mg der bei 120° getrockneten Substanz gaben 12,825 mg CO, 
und 5,10 mg H,0. 
Fiir C,,H,;NO, (813,8) Ber. 70,78 °/, C 11,779), H 
Gef. 71,1 11,6 


Die Substanz ist optisch rechtsdrehend. 


0,5000 g Substanz (im Vakuum iiber Schwefelsiure bei Zimmertempe- 
ratur getrocknet) in Pyridin zu 5 ecm gelést. Drehung bei Natriumlicht 
im 0,5 dm-Rohr + 0,240°. 


[@]>" = + 4,80°. 


0,2507 g Substanz (im Vakuum iiber Schwefelsiure bei Zimmertempe- 
ratur getrocknet) in Pyridin zu 5 ccm gelést. Drehung bei Natriumlicht 
im 0,5 dm-Rohr + 0,14°. 


[a];>° = + 5,58°. 


In Léslichkeit und Art der Abscheidung entspricht die Sub- 
stanz dem Hydrierungsprodukt des Kerasins. Sie addiert kein 
Brom. Klarungspunkt 185°. 

Spaltung und Untersuchung der Fettsiure. 0,66 g 
in 150 ccm 10°/,iger methylalkoholischer Salzsiiure gelést und 
durch ‘7stiindiges Kochen unter RiickfluB gespalten. Menge 
des nach 1tagigem Stehen im Eisschrank ausgefallenen und 
abgesaugten Fettsiureesters 0,295 g; Schmelzp. 57—58° Dem 
Filtrat durch Ausschiitteln mit Petrolither entzogen 0,03 g. 
Diese mit dem Hauptteil vereinigt. Beim Auflésen in Petrol- 
ither léste sich die Substanz bis auf Spuren. Nach Abtrennung 
des Ungelésten und Abdampfen des Petroliithers verblieben 0,295 ¢g 
an Stelle der theoretisch zu erwartenden 0,310 g; Schmelzp. 57 
bis 58°. 

Verseifung ergab 0,27 g Fettsiure vom Schmelzp. 81—82°. 


Nach Umkrystallisieren aus 10 ccm Aceton 0,22 g. Schmelzpunkt 
unverandert. 
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55,64 mg Substanz verbrauchten 1,515 cem n/10-alkoholische* Lauge. 
42,8 mg ” - 1,161 cem - 99 
Aquivalent-Gew. fiir C,,H,,0, Ber. 368,4 
Gef. 367,4, 368,6 

Nach allem ist keine andere Fettsiure als Lignocerinsiure 
vorhanden. Dementsprechend fiel auch die Priifung auf An- 
wesenheit von Cerebronsiure, die ja das Hydrierungsprodukt der 
a-Oxynervonsiure ist), negativ aus. Kine heiBe methylalkoholische 
Lésung von Magnesiumacetat erzeugte in einer kochenden Lésung 
von 20mg der Siure in 2ccm Athylalkohol keine Fillung, 
wihrend eine entsprechend angestellte Probe, bei welcher der 
Lignocerinsiure noch eine Spur von Cerebronsiure zugefiigt 
wurde, eine deutliche Iiillung von cerebronsaurem Magnesium 
ergab. 


Einige Bemerkungen tber Nervon. 


Seit der Auffindung von Nervon und der erstmaligen Iso- 
lierung desselben im Jahre 1925 sind schon wiederholt in un- 
verOffentlichten Versuchen aus Menschengehirn bei der Aufarbeitung 
des Petrolitherextrakts nach der friiher angewandten Methode — 
ohne daB eine nennenswerte Abtrennung von andern Cerebrosiden, 
die immer schwierig und im Enderfolg unsicher ist, erforderlich 
war — Priparate erhalten worden, welche die fiir die reine 
Substanz charakteristischen Merkmale zeigten (gutes Krystalli- 
sationsationsvermégen bei richtiger Jodzahl). Andererseits fiibrte 
die Methode auch vielfach zu einem — idhnlich dem seinerzeit 
aus Menschengehirn gewonnenen — schwierig zu trennenden, im 
wesentlichen aus den beiden Cerebrosiden mit ungesattigten Fett- 
siiuren bestehenden Cerebrosidgemisch. 

Die verschiedenen Ergebnisse schienen zunichst von un- 
kontrollierbaren Zufalligkeiten abzuhingen. Es hat sich nun heraus- 
gestellt, daB vor allem die 'Temperatur, bei welcher die Petrolather- 
extraktion (Siedepunkt des Petroliithers etwa 30—50°) des Gehirn- 
materials vorgenommen wird, fiir den Reinheitsgrad der schlieBlich 
erhaltenen Priiparate von entscheidendem KinfluB8 ist. Die Pro- 
dukte von gréBerer Reinheit haben wir immer dann erhalten, wenn 
die Dimpfe des Lésungsmittels bei der in einem gréBeren Soxhlet- 
apparat erfolgenden Petrolitherextraktion durch ein seitlich am 
Apparat angebrachtes Verlangerungsrohr von oben in den Kihler 


!) Diese Z. 174, 214 (1928). 
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eingeleitet wurden, so daB das Lésungsmittel, ehe es mit dem 
Extraktionsgut in Beriithrung kommt, nahezu auf die Temperatur 
des Kithlwassers abgekihlt wird. Erfolgt die Extraktion wie sonst 
iiblich derart, daB die Dimpfe in dem Kiihler, der dem Soxhlet- 
apparat aufgesetzt ist, unter RiickfluB kondensiert werden, so 
kommt man regelmiBig zu dem nicht oder nur schwierig zu 
trennenden Cerebrosidgemisch. In diesem Fall diirfte die Ex- 
traktion bei einer Temperatur erfolgen, die etwa 5—10° iiber 
Raumtemperatur, im andern dagegen ebensoviel darunter liegt. 

Wir haben so in insgesamt drei Fillen, bei welchen die 
Petrolitherextraktion bei niedriger T'emperatur wie oben angegeben 
erfolgte, in zwei Fillen Priparate von gutem Krystallisations- 
vermégen und richtiger Jodzahl bekommen. Im dritten Fall 
zeigte die Krystallisationsprobe nicht das fiir das reine Nervon 
charakteristische Bild und bei der Spaltung wurden neben Nervon- 
siure als Hauptprodukt noch kleinere Mengen von Oxynervonsiure 
und Spuren von gesattigten Fettsiuren erhalten. 


Die Menge des auf diese Weise gewonnenen Cerebrosids ist 
sehr gering. Wir erhielten bei der Aufarbeitung eines Petrol- 
itherextrakts, der aus etwa 40 Menschengehirnen gewonnen war, 
2,8 g der durch Fillung mit Cadmiumacetat gereinigten Substanz, 
was nur ein Fiinftel bis ein Zehntel von der Menge des auf die 
andere Weise erhaltenen Cerebrosidgemischs ausmacht. 

Was die Einzelheiten der Darstellung betrifft, so ist der alten Vorschrift 
nur hinzuzufiigen, da8B die Bleifillung am besten erzeugt wird durch ab- 
wechselndes Zugeben von kleinen Mengen der heiBen alkoholischen Blei- 
acetatlésung und alkoholischem Ammoniak, bis durch beide Lésungen keine 
Fillung mehr hervorgerufen wird. 

Die Analyse der iiber Schwefelsiuse im Vakuum bei Zimmer- 
temperatur getrockneten, gut krystallisierenden Substanz ergab 
einen niedrigeren C-Wert als friiher. 

4,629 mg Substanz gaben 11,860 mg CO, und 4,75 mg H,O. 

22,954 mg - verloren beim Trocknen iiber P,O, im Vakuum 
bei 110° 8,006 mg an Gewicht. 

35,8 mg Subst. verbr. 1,736 cem n/10-Bromlésung (Rosenmund und 
Kubnhenn)?). 

[39,7 mg Subst. eines anderen Priip. verbr. 1,957 cem n/10-Bromlésung. | 

(47,5 mg ,, »  dritten  ,, » 2,35 eem ” ] 





*) Z. f. Unters. der Nahrungs- u. GenuBmittel 46, 154 (1923); vgl. dazu 
Diese Z. 145, 244 (1925). 
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Fiir C,,H,,NO, + H,O (827,8) . 
Ber. 69,62°,C 11,32, H 2,18°/,H,O Jodzahl 61,3 
Fiir C,,H,,NO, (809,7) 
Ber. 71,139 C 11,83°,H 0 °/,H,O Jodzahl 62,7 
Gef. 69,9 11,5 1,31 » 61,6, [62,6], [62,8] 
Kin anderes Priiparat derselben Darstellung (Jodzahl 62,8) verlor nach 
vorangegangenem Trocknen iiber Schwefelsiure im Vakuum bei Zimmer- 
temperatur beim Trocknen im Hochvakuum bei 120° ittber P,O; 1,36 °/, an 
Gewicht (4,848 mg Substanz, 0,066 mg Gewichtsverlust). 
4,782 mg Substanz (bei 120° im Hochvakuum iiber P,O, getrocknet) 


gaben 12,485 mg CO, und 4,82 mg H,0. 
Gef. 71,2°/, C 11,3°/, H 


Das Nervon scheint demnach ebenso wie Kerasin Wasser 
oder Lésungsmittel hartniickig festzuhalten und die Analyse der 
iiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur im Vakuum getrock- 
neten Substanz fiihrt offenbar zu schwankenden Werten. Még- 
licherweise krystallisiert es, wie Rosenheim fiir das Kerasin an- 
nimmt, mit 1 Mol. Wasser. In diesem Fall miBte jedoch dieses 
Krystallwasser beim Trocknen iiber Schwefelséure teilweise ab- 
gegeben werden. 

Aus der Jodzahl der Priparate ergibt sich, daB sie Cere- 
broside mit gesittigten Fettsiuren (Cerebron, Jodzahl 30,7; 
Kerasin, krystallwasserhaltig, Jodzahl 30,6) nicht enthalten. Die 
Abwesenheit des vierten Cerebrosids (Oxynervon, Jodzahl 61,5), 
dessen Fettsiure die «-Oxynervonsaure ist, geht aus dem Er- 
gebnis der Spaltung des Hydrierungsproduktes (vgl. oben) hervor, 
wobei ausschlieBlich Lignocerinsiure, die frei von «#-Oxysiure 
war, erhalten wurde. 

0,5000 g Substanz (im Vakuum iiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur 
getrocknet) zu 5 cem in Pyridin gelést. Drehung bei Natriumlicht im 0,5 dm- 
Rohr — 0,160°. 

[a] = — 3,20°. 


0,5009 g Substanz (anderes Priparat derselben Darstellung, im Vakuum 
iiber Schwefelsiiure bei Zimmertemperatur getrocknet) zu 5 cem in Pyridin 
gelist. Drehung bei Natriumlicht im 0,5 dm-Rohr — 0,161° 

[aji’ = — 3,20°. 


Friiher wurde unter etwa denselben Bedingungen fir ein 
noch nicht ganz reines Priparat von der Jodzahl 61 


te? = — 4,98" 


gefunden. 
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Zu dem Verhalten von Nervon bei der Gipsplattenprobe 
nach Rosenheim ist nachzutragen, daB den seinerzeit ge- 
machten Angaben iiber die Farbe der Nadeln, wie bei uns iiblich, 
die a-Achse des Gipsplittchens zugrunde gelegt ist. Da sich 
Rosenheims!) Angaben iiber Phrenosin (Cerebron) und Kerasin 
dagegen, wie sich erst spiter heraustellte’), auf die y-Achse des 
Gipsplattchens beziehen, so ist die Bemerkung, da die Farben- 
anordnung dieselbe sei wie beim Cerebron, nicht richtig; sie ist 
vielmehr dieselbe wie beim Kerasin, wovon wir uns auch durch 
direkten Vergleich mit unserem synthetischen Kerasin ver- 
gewisserten. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fiir die Bereitstellung von Mitteln und fiir die Gewihrung 
eines Forschungsstipendiums. 





1) J. of Biochem. 8, 110 (1914). 
*) Privatmitteilung von Herrn Prof. Rosenheim. 











Nachweis der Brenztraubensaure bei der alkoholischen Girung 
mittels der Semicarbazidmethode. 
Von 


P. Eliasberg. 


(Aus dem blochemischen und pflanzenphysiologischen Institut der Akademje der Wissen- 
schaften Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Mai 1930.) 


Kostytschew, Gwaladze und Eliasberg?) haben neulich 
Brenztraubensiure bei der Giirung verschiedener Mikroben der 
reinen Milchsiuregirung an Hand der Semicarbazidmethode iso- 
liert. Hierbei wurde ein Verfahren verwendet, welches darin 
bestand, daB Brenztraubensiuresemicarbazon durch Zusatz einer 
wiBrigen Lésung von Phenylhydrazinchlorhydrat und Uberschub 
von Salzsiiure in Brenztraubensiurephenylhydrazon verwandelt, 
durch Ausschiitteln mit Ather in die atherische Lésung iiberfihrt 
und durch Zusatz von Benzin abgeschieden wird. Dieses Ver- 
fahren gestattet, Brenztraubensiure in Gegenwart erheblicher 
Mengen von Zucker, Eiwei8 und Pepton nachzuweisen. In vor- 
liegender Mitteilung wird dargetan, daB diese Modifikation des 
Semicarbazidverfahrens auch zum Nachweis der Brenztraubensiure 
bei der alkoholischen Girung verwendet werden kann. Die er- 
haltenen Resultate bestiatigen zugleich die Angaben von Kosty- 
tschew und Soldatenkov?’) beziiglich Bildung von Brenz- 
traubensiure in Gegenwart von Semicarbazid bei der Girung 
der lebenden Hefe. Dieses Resultat war Gegenstand einer 
scharfen Kritik seitens Klein und Fuchs’), welche die Versuche 
von Kostytschew und Soldatenkov wiederholten. Hierbei 
haben jedoch Klein und Fuchs die Isolierung des Brenz- 
traubensiiuresemicarbazons verindert, indem sie dasselbe durch 
Zusatz von p-Nitrophenylhydrazin direkt im Gargut in Brenz- 





1) Diese Z. 188, 127 (1980). 
*) Diese Z. 176, 287 (1928). 
*) Biochem. Z. 213, 40 (1929). 
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traubensiure-p-Nitrophenylhydrazon umzuwandeln versuchten. Die 
Verfasser haben aber nicht veréffentlicht, ob sie die Méglichkeit 
der Isolierung der Brenztraubensiiure bei diesen Bedingungen 
zuvor geprift haben. Sie beschriinken sich mit der Bemerkung, 
daB die in Form von Benzhydrazon zugesetzte Brenztraubensiiure 
durch obige Methode in einer Ausbeute von 18—25°/, zuriick- 
gewonnen wird. Dieses Resultat wurde auferdem in Gegenwart 
von gekochter Trockenhefe in Abwesenheit von Acetaldehyd er- 
halten und bezieht sich nicht auf Semicarbazon sondern auf 
Benzhydrazon. 

AuBerdem berufen sich Klein und Fuchs darauf, daB ihre 
negativen Resultate mit denjenigen von Neuberg und Kobel?) 
sowie von Lebedew iibereinstimmen. Nun haben Neuberg und 
Kobel die Isolierung von Brenztraubensiure mit keinem Worte 
erwihnt, was auch durchaus begreiflich ist, denn ihre Mitteilung 
erschien bedeutend friiher im Druck als die Beschreibung der 
Brenztraubensaureisolierung durch Kostytschew und Sol- 
datenkoyv. Auch die Mitteilung Lebedews?) wurde vor dem 
Erscheinen der in Frage kommenden Mitteilung von Kostytschew 
und Soldatenkov verdffentlicht. Somit sind die Berufungen von 
Klein und Fuchs hinfallig: vor dem Erscheinen ihrer eigenen 
Arbeit wurden die Resultate von Kostytschew und Soldatenkov 
beziiglich Brenztraubensiure von anderen Forschern nicht gepriift. 
Ks ist auBerdem nicht zu verstehen, weshalb Klein und Fuchs 
bei der Besprechung der Brenztraubensiiurebildung gerade diejenige 
Mitteilung von Kostytschew und Soldatenkov erwihnen, in 
der ein Nachweis von Brenztraubensiure bei der Alkoholgirung 
nicht beschrieben ist.®) 

Klein und Fuchs weisen darauf hin, da Semicarbazid in 
den von Kostytschew und Soldatenkov verwendeten Mengen 
auf die Hefe giftig einwirkt. Ist es aber in der Tat notwendig, 
in biochemischen Untersuchungen nur vollkommen harmlose Ver- 
suchsbedingungen herzustellen? Oft wird ein biochemischer Vor- 
gang in Gegenwart nicht giftiger Stoffe wesentlich verindert, in 
Gegenwart von giftigen Stoffen aber nur quantitativ unterdriickt. 
Kine Vergiftung der Hefe steht also in keinem direkten Zu- 
sammenhange mit dem chemischen Wesen der Girung. 





1) Biochem, Z. 191, 472 (1928). 
*) Biochem. Z, 200, 151 (1928). 
8) Diese Z. 168, 128 (1927). 
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Ich habe einige Versuche mit reiner abgepreBter untergiriger 
Hefe ausgefiihrt. In 2 Versuchen ist es mir nicht gelungen, die 
von Kostytschew und Soldatenkov angegebenen Semicarbazid- 
mengen einzufiihren, indem hierdurch die Girung sistiert wurde 
(wahrscheinlich wurde in diesen Versuchen die Hefe durch 
dauerndes Auswaschen abgeschwiicht), in anderen Versuchen 
wurden die von Kostytschew und Soldatenkov angegebenen 
Konzentrationen durch die Hefe vertragen. Weiter unten sind 
die Resultate von 3 Versuchen beschrieben. 


Versuch 1. 


50g Hefe, 200g Rohrzucker und 2 Liter Wasser. Nachdem sich eine 
intensive Girung entwickelt hat, wurde Semicarbazidchlorhydrat und eine 
iiquivalente Menge von Natriumacetat in wiBriger Lésung portionsweise 
eingefiihrt. Der Verlauf der Girung war der folgende. 








Zeit CO,-Produktion | Zuckervergiirung 
in Stunden in g in g 
4 Hy) 10 








Zusatz von 12 g Semicarbazidchlorhydrat und 15 g Natriumacetat 


24 | 47,5 | 95 
Zusatz von 5 g CaCO,, 6 g CH;N,O-HCl und 7 g CH,COONa-3H,O 
28 | 2,5 | 5 
Zusatz von 6 g CH,N,O-HCl und 7 g C,H,0,Na-3H,O 
48 10 20 
60 D 10 
84 4 8 
104 3,5 7 
124 1,5 3 








Im ganzen wurden mehr als 150 g Zucker vergoren. Der 
groBte Teil der sauren Lésung wurde durch Dekantation ab- 
getrennt; der Riickstand wurde mit CaCO, versetzt, erhitzt und 
heiB abgesaugt. Die vereinigten, mit NaOH neutral gemachten 
Filtrate wurden bei vermindertem Druck auf 250 ccm eingeengt, 
wobei sich ein brauner Niederschlag bildete. Nach zweitigigem 
Stehenlassen wurde der Niederschlag abgesaugt und aus heiBem 
Wasser umkrystallisiert. Es entstand eine farblose krystallinische 
Substanz, die nach 24 Stunden abgesaugt, mit kaltem Wasser 
ausgewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet wurde. Aus- 
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beute 1,57 g. Die Substanz wurde in 20 ccm kaltem Wasser 
aufgeschwemmt, mit einer wiBrigen Lisung von 4 ccm rauchender 
Salzsiiure und 2g Phenylhydrazin versetzt. Die Substanz ging 
dann fast vollkommen in die Liésung iiber. Nach 6 Stunden 
wurden die aus der filtrierten Lésung ausgeschiedenen blaBgelben 
Krystalle abgesaugt, ausgewaschen und im Vakuumexsiccator ge- 
trocknet. Ausbeute 1,15 g, Schmelzp. 182°. Durch Auflésen in 
n/10-Natronlauge und Fallen mit n/10-Schwefelsiure wurde die 
Substanz gereinigt. Schmelzpunkt, je nach der Geschwindigkeit 
der Erwirmung, 184—190°% Genau dasselbe Verhalten zeigte 
das reine synthetisch dargestellte Brenztraubensiiurephenylhydrazon. 

Titration. 0,6010 g Substanz wurde in 40 eem n/10-NaOH gelist. 
Diese Lisung bendtigte zur voélligen Neutralisation 6,4 cem n/10-Schwefel- 
siiure. 

Ber. 0,6010 g C,H,,.N,O, cntspricht 33,8 cem n/10-NaOH 
Gef. 33,6 cem n/10-NaQH. 
0,1479 g Substanz gaben 0,3271 g CO, und 0,0729 g H,O. 
C,H, N,0, Ber. C 60,67 %, HI 5,62 9, 
Gef. ,, 60,31 » 90,48 

Die Substanz wurde aus heibem Alkohol umkrystallisiert. 
Der Schmelzpunkt blieb unveriindert, auch in der Mischprobe mit 
reinem synthetisch dargestellten Brenztraubensiiurephenylhydrazon. 


0,1913 g Substanz gaben 0,4239 g CO, und 0,0963 g H,0O. 


C,H,,N,0, Ber. C 60,67 "le H 5,62 i, 
Gef. ,, 60,43 » D,D9 
0,1065 g Substanz gaben 14,6 cem N bei 15° und 748 mm. 
C,H, N,O, Ber. N 15,73 °/, Gef. N 15,74 °/,. 


Auf diese Weise wurden die Resultate von Kostytschew 
und Soldatenkov zunichst mittels ihrer eigenen Methode be- 
stitigt. Nur wurde Brenztraubensiure nicht in Form von Semi- 
carbazon, sondern in Form von Phenylhydrazon analysiert. 


Versuch 2. 


50 g Hefe, 200 g Rohrzucker und 2 Liter Wasser. Nach 4 Stunden 
wurden 16 g Semicarbazidchlorhydrat und 20 g Natriumacetat in 3 Portionen 
zugesetzt. Am folgenden Tage wurden 5 g Calciumcarbonat und 7 g Semi- 
carbazidchlorhydrat mit 9 g Natriumacetat in 2 Portionen zugesetzt. Nach 
5 Tagen wurde der Versuch bei fortdauernder Girung abgebrochen, Die 
Liésung wurde auf dieselbe Weise wie im vorigen Versuche filtriert und 
auf 200 cem eingeengt. Es entstand hierbei eine Fiillung; dieselbe wurde 
aber durch Erwirmung der Fliissigkeit wieder aufgelist und die Lésung 
nach dem Erkalten mit einer wiBrigen Liésung von 40 ccm rauchender 
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Salzsiiure und 20g Phenylhydrazin versetzt. Nach einstiindigem~Stehen- 
lassen wurde die Fliissigkeit in kleinen Portionen (zu je etwa 20 ccm) im 
Scheidetrichter mit Ather extrahiert, der gréBte Teil des Athers abdestilliert 
und der Riickstand mit einem Uberschu8 von Benzin versetzt. Nach einigem 
Stehenlassen bildete sich ein krystallinischer Niederschlag. Am folgenden 
Tage wurde die Mutterlauge abgegossen, die Krystalle wurden mit Benzin 
gewaschen, getrocknet, in n/10-Natronlauge gelést und mit n/10-Schwefel- 
aiiure gefillt. Nach 4 Stunden wurde der entstandene Niederschlag ab- 
gesaugt, mit Wasser nachgewaschen und getrocknet. Ausbeute 0,95 g. 


0,3710 g Substanz benétigten zur Neutralisation 20,8 cem n/10-NaOH. 


C,H, .N,0, Ber. 20,8 eem NaOH Gef. 20,8 cem NaOH. 
0,1077 g Substanz gaben 16,9 mg N (nach Dumas). 
C,H, )N2O, Ber. N 15,73 °/, Gef. N 15,69 °/). 


Bei der Extraktion des Girgutes mit Ather wird auch das 
Acetaldehydphenylhydrazon extrahiert, bei der nachfolgenden 
Fillung des Brenztraubensiurephenylhydrazons mit Benzin wird 
aber das Acetaldehydphenylhydrazon nicht mitgefiallt. 


Versuch 3. 
50 g Hefe, 200 g Rohrzucker, 2 Liter Wasser. 




















‘Zeit 0, gebildet ‘Zueker vergoren 
in Stunden in g in g 
9 7 _ 14 
Zusatz von 12 g Semicarbazidchlorhydrat und 15 g Natriumacetat 
27 | 40,5 | 81 
Zusatz von 5g Na,CO,, 6 g Semicarbazidchlorbydrat und 7 g Natriumacetat 
30 | 3 | 6 
Zusatz yon 6 g Semicarbazidchlorhydrat und 7,5 g Natriumacetat. 
b4 | 7 | 14 
Zusatz von 25 g frischer Hefe 
78 | 8 | 16 
Zusatz von 10 g frischer Hefe 
100 8 16 
140 6,5 13 








Ks ist ersichtlich, daB ein Zusatz frischer Hefe die Girungs- 
geschwindigkeit nur sehr wenig geiindert hat. Es wurde im ganzen 
160 g¢ Zucker vergoren, davon etwa 60g beim maximalen 
Gehalt an Semicarbazid. 
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Das Gargut wurde zur gleichmifigen Verteilung der Hefe- 
§ zellen umgeriihrt und in zwei Portionen geteilt. 

Portion A wurde abgesaugt. Volumen 1520ccm. Die Lisung 
wurde durch Kochen mit CaCO, neutral gemacht, hei® abfiltriert 
und auf die oben beschriebene Weise bei vermindertem Druck 
| auf 150 ccm eingeengt. Der entstandene Niederschlag wurde durch 

Erwirmen der Fliissigkeit wieder in Lésung gebracht, die Lésung 
, filtriert und zur Krystallisation belassen. Nach 24 Stunden wurde 
) der entstandene krystallinische Niederschlag abgesaugt, mit kaltem 

Wasser gewaschen und ‘getrocknet. Ausbeute 2,52 g. Die Sub- 
) stanz wurde in Wasser aufgeschwemmt, mit einer wiBrigen Lisung 
von 7 ccm rauchender Salzsiure und 3,5 g Phenylhydrazin ver- 
setzt. Der Niederschlag hat sich beinahe vollkommen geliést und 
» nach wenigen Minuten begann die Ausscheidung von nadelformigen 
1 Krystallen des Hydrazons. Nach 6 Stunden wurden die Krystalle 
abgesaugt, mit Wasser nachgewaschen und im Vakuumexsiccator 
getrocknet. Ausbeute 1,76 g. Im Filtrat von diesem Nieder- 
schlage wurde das Calcium bestimmt. Gefunden CaO 0,3090 g 
was 2,17 g Phenylhydrazon entspricht. Bei Kontrollversuchen 
y wurde bei solchen Umwandlungen von Brenztraubensiiuresemi- 

carbazon in Phenylhydrazon 80—85°/, der theoretischen Ausbeute 

gefunden. Bei Umrechnung nach dem Ca-Gehalt war die Aus- 
| = beute in diesem Falle 81°/,. 

Das erhaltene Brenztraubensiiurephenylhydrazon hatte wie 
gewohnlich den Schmelzp. 184—190°, je nach der Geschwindig- 
keit der Erwirmung. 








at ' 
“ ) 0,2631 g Substanz gaben 0,5828 g CO, und 0,1822 g H,0. 
C,H,.N20 Ber. C 60,67 °/, H 5,62 °/, 
Gef. ,, 60,43 » 5,58 


Ein Teil des Filtrates nach dem Ausfallen des Ca-Salzes des 
Brenztraubensaiuresemicarbazons wurde mit Phtalsiiureanhydrid 
abdestilliert und im Destillate das Acetaldehyd nach der Methode 
von Neuberg und Reinfurth?) als p-Nitrophenylhydrazon be- 

stimmt. Erhalten 0,64 g. Substanz vom Schmelzp. 128° (nach 
Umkrystallisieren), was der Gesamtmenge von 14,84 g Acetaldehyd- 
p-Nitrophenylhydrazon entspricht. 

Portion B wurde mit 0,55 g synthetischem Brenztraubensiure- 





afl semicarbazon (gelést in 120 ccm n/10-Natronlauge) versetzt, ab- 
_ gesaugt und weiter wie die Portion A verarbeitet. Nur diente 
en nee 





1) Biochem. Z. 89, 865 (1918). 


i’ 
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zur Neutralisation der Lésung Natriumcarbonat (bei der Isolierung 
von Brenztraubensiuresemicarbazon aus dem Girgute ist die Ver- 
wendung von Natriumcarbonat vorzuziehen, da dabei ein leicht 
lisliches Salz des Brenztraubensiiuresemicarbazons entsteht, was 
das Auskochen und die Heibfiltration unnétig macht). 

Gesamtmenge des Filtrats 950 ccm, darunter 120 cem der 
nach der Girung zugesetzten Semicarbazonlésung. Die Hefe wurde 
wie auch bei Portion A sorgfaltig ausgewaschen und abgesaugt 
und das Waschwasser dem Filtrate beigemengt. Nach dem Ein- 
engen bei vermindertem Druck (auf 190 ccm) wurde der Riickstand 
mit einer wiBrigen Lésung von 10 g Phenylhydrazin und 20 ccm 
rauchender Salzsiure versetzt und nach einstiindigem Stehenlassen 
mit Ather extrahiert und das Brenztraubenséurephenylhydrazon 
mit Benzin gefallt. Ausbeute 1,68 g. Da 0,55 g zugesetztes 
Brenztraubensiuresemicarbazon theoretisch 0,68 g Brenztrauben- 
siiurephenylhydrazon entspricht, so lieferte die Girung nicht 
weniger als 1,00 g. Im ganzen wurde 3,44 g, einschlieBlich 
Hyrdazon aus dem zugesetzten Semicarbazon erhalten. Da die 
Ausbeute 85°/, der theoretischen ausmachte, kann angenommen 
werden, daB wiahrend der Girung 1,67 g Brenztraubensiure und 
3,65 g Acetaldehyd durch Semicarbazid aufgefangen wurden. 

DaB die analysierte Substanz namentlich das Brenztrauben- 
siiurephenylhydrazon ist, erhellt aus ihrem Verhalten gegeniiber 
Wasser, Ather, Benzin und verdiinnten Alkalien. Unter Sub- 
stanzen mit derselben empirischen Formel ist Glukoseosazon in 
Ather und verdiinnten Alkalien unléslich. Milchsaures Phenyl- 
hydrazin ist in Wasser leicht léslich und wird bei Ausschiitteln 
mit Ather durch Benzin nicht gefillt. 


Zusammenfassung der Resultate. 


1. Bei der Hefegirung gelingt ein Nachweis von Brenztrauben- 
siiure nach der Methode von Kostytschew und Soldatenkov. 

2. Nach der Methode der Uberfiihrung der Brenztraubensiure 
in Phenylhydrazon nebst nachfolgender Extraktion des Brenz- 
traubensiurephenylhydrazons durch Ather gelingt es Brenztrauben- 
siure auch in Gegenwart von Acetaldehyd nachzuweisen, und die 
Ausbeute entspricht gut derjenigen, die nach der Methode von 
Kostytschew und Soldatenkov erhalten werden kann. 
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Uber die Entstehung von Hexosediphosphorsdure bei der 
Herstellung von MuskelpreBsaft. 
Von 
G. Embden, H. Jost und M. Lehnartz. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Forschungsgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Mai 19:30.) 


Vor langerer Zeit gelangten Embden, Griesbach und 
Schmitz!) auf Grund von Untersuchungen am PreBsaft aus 
Hundemuskulatur zu dem Ergebnis, daB beim kurzen Aufbewahren 
dieses PreBsaftes unter bestimmten Bedingungen annihernd Aqui- 
molekulare Mengen von Phosphorsiiure und Milchsdure entstehen. 
Sie nahmen daher eine gemeinsame Muttersubstanz beider Saiuren 
an und versuchten diese Auffassung durch den Zusatz verschie- 
dener, schon damals bekannter phosphorsiurehaltiger Bestand- 
teile des tierischen Organismus zu erhirten. Doch wirkte keine 
dieser Substanzen steigernd auf die Bildung von Milchsiure und 
Phosphorsdéure im Prefsaft ein. Anders waren die Ergebnisse, 
als Hexosediphosphorsiure, die bei der Girung von Trockenhefe 
gewonnen war, als Zusatzsubstanz verwandt wurde. Hierbei kam 
es zu einer erheblichen Vermehrung der Phosphorsiure- und Milch- 
siurebildung, wobei die Mehrbildung der ersteren Substanz iiberwog. 

Die genannten Autoren entwickelten auf Grund ihrer Be- 
funde zuerst die Vorstellung, daB in einem friihen Stadium des 
anaeroben Kohlenhydrat-Abbaus im tierischen Organismus eine 
Synthese der Kohlenhydrate mit Phosphorsiure erfolge, und daB 
diese Synthese ein notwendiges Zwischenglied in der Reihe der 
zur Milchsiurebildung aus Zucker fiihrenden Vorginge sei. Das 
obenerwahnte Aquimolare Auftreten von Milchsiure und Phos- 
phorsaure erschien am besten verstindlich unter der Annahme, 


1) Diese Z. 93, 1 (1914). 








262 G. Embden, H. Jost und M. Lehnartz, 


daB die besondere Milchsiurevorstufe des Muskels, fiir die schon 
friiher von Embden, Kalberlah und Engel?) die Bezeichnung 
,Lactacidogen“ gewahlt worden war, eine Hexosediphos; .orséiure 
wire, oder doch einen Hexosediphosphorsiure-Komplex enthielt« 
Dieser Vorstellung widersprach die von Embden und Laquer:. 
festgestellte Tatsache nicht, da aus frischer Muskulatur mittels 
Phenylhydrazin eine schén krystallisierte Verbindung_isoliert 
werden kann, die ihrer Zusammensetzung nach das Phenylhydra- 
zinsalz des Phenylosazons einer Hexosemonophosphorsaure ist. 
Denn die gleiche Phenylhydrazinverbindung wird, wie schon friher 
von Young’) gezeigt worden war, auch aus der bei der Trocken- 
hefegiirung entstehenden Hexosediphosphorsiure unter Abspaltung 
des einen Phosphorsaiuremolekiils gebildet. Die Isolierung eines 
einfachen Salzes des gesuchten Lactacidogens machte zunichst 
Schwierigkeiten, bis die Auffindung der starken ionalen Beeinfiu8- 
barkeit des Kohlehydrat-Phosphorsiurestoffwechsels im Muskel*) 
das Problem seiner Lésung entgegenzufiihren schien. Es gelang 
nimlich aus Kaninchenmuskelprefsaft, in dem unter der Kin- 
wirkung von Natriumfluorid fast die gesamte Menge anorganischer 
Phosphorsiiure in organische Bindung iibergefithrt worden war, 
eine Hexosediphosphorsaure als krystallisiertes Brucinsalz zu ge- 
winnen, die mit der bei der Hefegiirung auftretenden vollkommen 
identisch war.°) 

Nunmehr erneut unternommene Versuche, auch aus frischer 
Muskulatur Hexosediphosphorsiiure zu gewinnen, scheiterten aber; 
dagegen gelang schlieBlich die Isolierung einer Hexosemonophos- 
phorsiure®), in der fraglos die unmittelbare Milchsiurevorstufe 
der Muskulatur, das eigentliche Lactacidogen, zu erblicken ist. 
Dafiir, daB neben dieser Hexosemonophosphorsiure auch Hexose- 
diphosphorsiure im lebenden normalen Muskel vorkommt, 
konnten Anhaltspunkte nicht gewonnen werden, ja die Tatsache, 
daB aus der Gesamtfraktion der von anorganischer Phosphorsiure 
befreiten Kohlenhydratphosphorsiiureverbindungen die oben er- 
wihnte Phenylhydrazinverbindung der Hexosemonophosphorsiure 
gewonnen werden kann, ohne dab Abspaltung von Orthophosphor- 


') Biochem. Z. 45, 62 (1912). 

*) Diese Z. 98, 181 (1917); 115, 1 (1921). 

5) Biochem. Z. 32, 188 (1911). 

* Embden u. E. Lehnartz, Diese Z. 134, 243 (1924). 
°) Embden u. Zimmermann, Diese Z. 141, 225 (1925). 
*) Embden u. Zimmermann, Diese Z. 167, 114 (1927). 
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siure elntritt, spricht ebensosehr gegen das Vorkommen von 
Hexosediphosphorsiure im frischen Muskel, wie der zeitliche Ver- 
lauf de:,, beim Erwirmen mit Saure eintretenden hydrolytischen 
Phosphorséureabspaltung in Extrakten aus frischen Muskeln unter 
‘Benutzung einer von Lohmann!) angegebenen Methode. 

Gerade weil es hiernach als fast ausgeschlossen angesehen 
werden muBte, da irgend in Betracht kommende Mengen von 
Hexosediphosphorsiure sich in der frischen Muskulatur vorfinden, 
schien uns eine Wiederaufnahme der eingangs erwihnten Preb- 
saftversuche von Embden, Griesbach und Schmitz erwiinscht. 
Es bedurfte der Aufklarung, warum in dieser ilteren Arbeit bei 
einer bestimmten Art der PreBsaftherstellung fast regelmaBig 
Milchséure und Phosphorsiure in annihernd aiquimolaren Mengen 
aufgetreten waren, was beim Vorhandensein einer Hexosediphos- 
phorséiure ohne weiteres verstindlich wire, wihrend der Abbau 
der Hexosemonophosphorséure unmdglich zu aquimolaren Mengen 
beider Saiuren fiihren konnte, wenigstens unter der Voraussetzung, 
daB jedes Hexosemolekiil 2 Molekiile Milchsiure liefert. 

Wir haben daher in der vorliegenden Arbeit PreBsaft aus 
Hundemuskulatur unter genauer HKinhaltung der friiheren Vor- 
schriften hergestellt und untersucht, ob es etwa schon bei der 
PreBsaftgewinnung zur Bildung von Hexosediphosphorsiure kommt. 
Hine derartige Hexosediphosphorsaurebildung wiirde natiirlich die 
friher beobachtete Bildung aquimolekularer Mengen von Milch- 
siure und Phosphorsaéure durchaus verstiindlich machen. 


Methodik. 


Der PreBsaft wurde genau in der Weise gewonnen, wie in den Ver- 
suchen 15—52 von Embden, Griesbach und Schmitz.’) Der in eis- 
gekiihlten GefiBen aufgefangene Saft wurde in der von den ebengenannten 
Autoren geschilderten Art nach dem Schenckschen Verfahren unter vier- 


facher Verdiinnung gefiallt. 
Die weitere Verarbeitung auf Hexosediphosphorsiiure wird unten ge- 


schildert. 

Kleine aliquote Anteile des PreBsaftes dienten zur Bestimmung der 
von vornherein vorhandenen Orthophosphorsiure durch gravimetrische Be- 
stimmung als Strychnin-Phospho-Molybdat (A-Versuch). Das Phosphokreatin 
war durch das lange Stehen der stark sauren Schenckfillung von vorn- 
herein véllig gespalten und wurde daher als anorganische Phosphorsiure 
mitbestimmt. An den gleichen Extrakten wurde auch nach der oben er- 





1) Biochem. Z. 202, 466 (1928). Siehe auch daselbst 194, 314 (1928). 
2) Diese Z. 93, 16 (1914). 
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wihnten von Lohmann angegebenen Methode der Verlauf der hydrolytischen 
Phosphorsiiureabspaltung beim Erhitzen in Normalsalzsiure verfolgt. 

Neben der Phosphorséurebestimmung fiihrten wir in einer Reihe von 
Fillen Milchsiurebestimmungen’) aus. 

Die Lohmannsche Methode wurde auBer auf den PreBsaft auch auf 
moéglichst frisch entnommene Muskulatur angewandt, wobei kleine Mengen 
aus verschiedenen Teilen der zur PreSsaftgewinnung verwendeten Muskeln 
moéglichst raseh nach dem Tode entnommen wurden. Spiter dehnten wir 
die Untersuchungen mit dieser Methode auch auf das Muskelmaterial in 
verschiedenen der Pressung vorausgehenden Phasen aus. 

Fast regelmibig wurde auch ein PreBsaftanteil unter den Bedingungen 
der friiheren Arbeit 2 Stunden bei 40° gehalten, und wiederum Phosphor- 
siiure und Milchsiure bestimmt. (Bestimmung B). Wir verfolgten hierbei 
éfters den Einflu8 zugesetzten Glykogens auf die Milchsiurebildung wihrend 
der PreBsaftexposition. Gelegentlich fiihrten wir auch Glykogenbestimmungen 
in einer der von J. Weber?) aus dem hiesigen Institut beschriebenen dhn- 
lichen Weise aus, jedoch unter nur einmaliger Umfillung des Glykogens. 


Versuchsergebnisse, 


1. Die Gewinnung von Hexosediphosphorsaure aus frischem 
Muskelprefsaft. 


Die Verarbeitung auf Hexosediphosphorsiure geschah fast 
genau in der von Embden und Zimmermann’) beschriebenen 
Weise, wobei wir meist von 500—600 ccm PreBsaft ausgingen, 
nur wurde vor dem Zusatz der Kupfersulfatlésung die starksaure 
Reaktion der Fliissigkeit bis zur schwachsauren mit starker Na- 
tronlauge abgestumpft und erst jetzt mit Kalkmilch alkalisiert. 
Von einer Wiederholung der Kupferkalkfallung wurde abgesehen 
und der entkupferten schwefelsauren Zersetzungsfliissigkeit dieser 
Fiillung nur so viel Baryt zugesetzt, da8 noch geringe Mengen von 
Schwefelsiure vorhanden waren. Sehr viel Zeit wurde dadurch 
gespart, daB alle Zersetzungen mit Schwefelwasserstoff unter 
starker Schiittelung im geschlossenen GefiB erfolgten. Die Neu- 
tralisation mit Brucin geschah in einem Volumen von 500—600 ccm. 
Meist trat hierbei unmittelbar nach der Neutralisation eine reich- 
liche Krystallisation ein, die nach mehrstiindigem Stehen im Kis- 
schrank abgesaugt und mit wenig eisgekiihltem Wasser mehrfach 
gewaschen wurde. Das Brucinsalz war von vornherein frei von 
Sulfat und anorganischem Phosphat. Es wurde im Vakuum- 
exsiccator tiber Schwefelsiure getrocknet, in méglichst wenig 





1) E. Lehnartz, Diese Z. 179, 1 (1928). 
2) Diese Z. 145, 101 (1925). 
8) Diese Z. 141, 228 (1924). 
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leicht angewirmtem Methylalkohol gelést und durch Zusatz von 
kaltem Wasser erneut ausgefillt. Die so gereinigte, schén kry- 
stallisierte Substanz zeigte alle Kigenschaften des hexosediphos- 
phorsauren Brucins. Zur Analyse wurde sie bei der Temperatur 
des siedenden Methylalkohols im Vakuum der Olpumpe iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. In mehreren Versuchen wurde 
die Phosphorsiurebestimmung, an zwei Priparaten auch die 
Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffbestimmung ausgefiibrt. 
Diese Analysen lieferten Werte, die mit den auf das neutrale 
Brucinsalz der Hexosediphosphorsiure berechneten  iiberein- 
stimmten. Eines der Priparate wurde unter den von Embden 
und Zimmermann 3) beschriebenen Bedingungen in methylalkoho- 
lischer Lésung polarimetrisch untersucht. 

0,1042 g Brucinsalz wurde in 8 ccm Methylalkohol geldst. 
Die bei Natriumlicht abgelesene Linksdrehung im 1 dcm-Rohr 
betrug: — 0,30° (+ 0,02°), wihrend Embden und Zimmermann 
unter genau den gleichen Bedingungen — 0,29° (+ 0,01°) fanden. 

Die Ausbeute an reinem Brucinsalz war in den einzelnen 
Versuchen verschieden, doch wurden 6fters viele Gramme erhalten, 
so in Versuch 4 vom 31. 5, 29, in dem 2400 ccm PreBsaftfiltrat, 
entsprechend 600 ccm Presaft verarbeitet wurden, 8,8 g der 
trockenen Rohsubstanz und mehr als 6,5g nach einmaligem Um- 
krystallisieren. 


Fir dieses Priparat seien die gewonnenen Analysenwerte angegeben. 


4,826 mg Substanz lieferten 10,795 mg CO, und 2,82 mg H,O. 

2,80 mg Substanz lieferten 0,137 cem N, bei 24° und 759 mm Druck, 

0,0936 g Substanz wurden mit 1 ccm konz. Schwefelsiure und Per- 
hydrol verascht und die Veraschungsfliissigkeit auf 150 ecem aufgefiillt. 
2mal je 35cem der Fliissigkeit dienten zur gravimetrischen Bestimmung 
der Phosphorsiure als Strychninphosphomolybdat. Gewonnene Nieder- 
schlagsmengen: 


1. 0,0624 g 
2. 0,0618 g. 
Gefunden: 61,00°/, C 6,52°/, H 5,62°/, N 1, 3,20°/, P 
2. 3,179), P 
Berechnet fiir C,.H,,,0,,NsP 
61,359/, C  6,20°%, H 5,85°/, N 8,249), P 


Auf die Mitteilung weiterer Analysen, die an Priparaten aus 
anderen Versuchen ausgefiihrt wurden, méchten wir verzichten, 
da sie gleichartige Ergebnisse lieferten. 





1) Diese Z. 141, 232 (1924). 
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In Versuch 12 vom 10, 1. 1930, in dem die gleiche PreBsaft- 
menge verarbeitet wurde, erhielten wir 4,9 g des reinen trockenen 
Brucinsalzes. 

Der Hexosediphosphorsiuregehalt der PreBsifte war sicher 
erheblich gréBer als in den angegebenen Ausbeuten zum Aus- 
druck kommt, weil nach friiheren Feststellungen von Jost}) die 
Wasserléslichkeit des Brucinsalzes nicht unbetrichtlich ist. 

Im Gegensatz zu den eben geschilderten und mehreren 
anderen Ergebnissen konnte in der Minderzahl unserer Versuche 
keine Hexosediphosphorsiure isoliert werden. Die Ursache hier- 
fiir wurde in dem geringen Glykogengehalt der Muskeln der ver- 
wandten Tiere, die sich in mangelhaftem Ernahrungszustande 
befanden, ermittelt. Den Versuchen vorhergehende reichliche 
Fiitterung und Zufuhr gréBerer Rohrzuckermengen durch Ein- 
gieBen mittels der Schlundsonde am Vortage des Versuches fiihrten 
zu hohem Glykogengehalt der Muskeln und gleichzeitig zu hohem 
Hexosediphosphorséuregehalt des PreBsaftes. 

Versuch 12 wurde nach der eben geschilderten Vorbereitung 
ausgefiihrt. Hier wurden in den méglichst sofort nach dem Tode 
entnommenen Muskeln etwa 2,2°/, Glykogen gefunden, wahrend 
der Glykogengehalt der Muskulatur in mehreren Versuchen, in 
denen die Isolierung von Hexosediphosphorséure nicht gelang, 
weiltaus geringer war (0,1—0,25°/)). 

Das Verhiltnis der unter den Bedingungen des B-Versuches 
gebildeten Milchsiure- und Phosphorsiuremengen war ebenso- 
wenig wie in den Versuchen von Kmbden, Griesbach und 
Schmitz streng iquimolekular, doch war der Parallelismus in 
der Bildung beider Substanzen unverkennbar. In dem ersten 
unserer Versuche wurden nach 2stiindiger Exposition eines Preb- 
saftanteiles bei 40° unter Zusatz des gleichen Volumens 2°/, iger 
Natriumbicarbonatlésung neben 0,264°/, Phosphorsiure 0,270°/, 
Milchsiiure gebildet (auf 100 Molekiile Milchsiure fast 90 Mole- 
kiile Phosphorsiure). Die Vermehrung beider Siéuren ibertraf 
hier weitaus die héchsten in der 6fters erwabhnten Arbeit von 
Embden, Griesbach und Schmitz beobachteten Werte, und 
ebenso wie in den meisten Versuchen der genannten Autoren 
iiberwog die Milchsiurebildung etwas das Aquivalent der Phos- 


phorsiure, 
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') Vel. Embdenu. Zimmermann, Diese Z. 141, 282 FuBnote (1924). 
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Schon Embden, Griesbach und Schmitz hatten auf die Méglich- 
keit hingewiesen, daB dies als Ausdruck dafiir aufzufassen sei, daB ,,hier 
neben dem Abbau des Lactacidogens unter Milchsiiure- und Phosphorsiure- 
bildung noch ein Aufbau aus Kohlenhydrat und Phosphorsiiure“ erfolge. 
Spiter haben Embden und Zimmermann!) gezeigt, daB unter der Ein- 
wirkung von Natriumfluorid auch dem MuskelpreBsaft zugesetztes Glykogen 
im Gegensatz zu Traubenzucker mit Leichtigkeit in Hexosediphosphorsiiure 
umgewandelt wird und damit zum ersten Male eine rein fermentative 
Kohlenhydrat—Phosphorsiuresynthese durch ein aus dem tierischen Organis- 
mus gewonnenes zellfreies Priiparat gefunden. In Ubereinstimmung damit 
hat dann Meyerhof?) die Milchsiurebildung aus Glykogen und auch aus 
Traubenzucker in zellfreien Muskelextrakten beobachtet. In den PreBsaft- 
versuchen von Embden, Griesbach und Schmitz wurde Milchsiiure- 
bildung aus zugesetztem Traubenzucker nicht gefunden (vgl. Tab. 3, S. 14). 
Versuche mit Glykogenzusatz nahmen diese Autoren nicht vor. Der Um- 
stand, daB auch in den friiheren Versuchen von Embden, Kalberlah 
und Engel *) Glykogen ebenso wie Traubenzucker ohne Einwirkung auf 
den Umfang der Milchsiurebildung blieb, diirfte wohl auf eine ungeniigende 
Pufferwirkung des nur in geringer Menge wihrend der Exposition zugesetzten 
Natriumbicarbonats zuriickzufiihren sein. Bei der Wiederholung der Ver- 
suche der letztgenannten Autoren durch K. Kondo‘), der zuerst die Steige- 
rung der Milchsiurebildung durch Natriumbicarbonatzusatz feststellte, 
wurden bei ausreichender Pufferung nur Zusatzversuche mit Traubenzucker 
ausgefiihrt. Sonst wiire wohl schon damals die Tatsache festgestellt worden, 
daB auch im MuskelpreBsaft aus Glykogen im Gegensatz zum Verhalten 
des Traubenzuckers Milchsiiure gebildet wird. Jedenfalls iiberzeugten uns 
einige neuerlich unter Glykogenzusatz vorgenoummene Versuche, auf deren 
Ergebnisse wir im einzelnen nicht eingehen wollen, da8 diese Substanz auch 
im MuskelpreBsaft noch in recht erheblichem Mae als Milchsiiurequelle 
dienen kann. 

Wir méchten glauben, daB das obenerwihnte geringfiigige 


Uberwiegen der Milchsiiurebildung iiber die Phosphorsiiurebildung, 
das in unseren PreBsaftversuchen ebenso wie in den ilteren aus 
dem hiesigen Institut in Erscheinung trat, auf die Anwesenheit 
kleiner Glykogenmengen im PreBsaft zuriickzufihren ist. 


2. Zeitlicher Verlauf der Hexosediphosphorsaurebildung bei der 
PreBsaftgewinnung. 

Angesichts der Tatsache, da8 sich im MuskelpreBsaft regel- 
miBig Hexosediphosphorsiure fand, eine Substanz, die in der 
frischen Muskulatur nicht nachweisbar ist, gingen wir nunmehr 
der Frage nach, in welcher Phase der Verarbeitung der Musku- 
latur diese Hexosediphosphorsiurebildung eintritt. 


1) Diese Z. 141, 225 (1924). 
2) Naturw. 1926, 196 und 756. 
5) Biochem. Z. 45, 45 (1912). 
‘) Biochem. Z. 45, 63. (1912). 
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Wir bedienten uns hierbei der schon erwéhnten Lohmannschen 
Methode. Diese Methode beruht darauf, daB die verschiedenen Phosphor- 
siureverbindungen der Muskulatur sehr verschieden rasch hydrolytisch ge- 
spalten werden. Sieht man vom Phosphokreatin, das bei stark saurer Re- 
aktion schon in der Kilte rasch und vollkommen in Orthophosphorsaure 
und Kreatin zerfallt und bei unserer Versuchsanordnung daher von vorn- 
herein nicht mehr vorhanden sein konnte, ab, so wird am raschesten die 
Pyrophosphorsiure bzw. der Pyrophosphorséiurekomplex der Adenosintri- 
phosphorsiure gespalten, derart, da8 unter den von Lohmann gewiahlten 
Bedingungen diese Spaltung bereits nach 7—8 Minuten vollstindig ist. Sehr 
viel langsamer unterliegen die Hexosemonophosphorsaure (das Lactacidogen) 
und die Muskeladenylsiiure der Spaltung, wobei wahrend einer zur voll- 
stiindigen Hydrolyse der Pyrophosphorsiure ausreichenden Zeit nur ganz 
geringe Mengen Orthophosphorsiure aus diesen Phosphorsiureverbindungen 
frei werden. Weitaus rascher als Lactacidogen und Adenylsiure, aber sehr 
viel langsamer als Pyrophosphorsiure spaltet die Hexosediphosphorsaure, 
wenigstens deren von Embden und Zimmermann und auch von uns 
isolierte Form') Orthophosphorsaure ab. 

In einer Reihe von iibereinstimmenden Versuchen fiihrten 


wir den Nachweis, daB es bei der Zerkleinerung der frischen 
Muskulatur mittels der ungekihlten Fleischhackmaschine zunichst 
zu einer weitgehenden Aufspaltung der Pyrophosphorsaure- bzw. des 
Pyrophosphorsaéureanteils der Adenosintriphosphorsiure kommt. 
Hierbei erfolgt keinerlei Bildung von Hexosediphosphorsiure. Wir 
geben in der untenstehenden Figur ein Beispiel hierfiir in graphi- 
scher Darstellung wieder. 

H,PO, 
Q4% 4b 
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Man sieht zunichst aus dem Verlauf der Kurve A,, da8 im 
frischen Muskel eine Orthophosphorsiuremenge von 0,273°/, vor- 
a, Vel. hiertiber auch Lohmann, Klin. Wochenschr. 1929, 8. 2009. 
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handen war. Hydrolyse unter den von Lohmann angegebenen 
Bedingungen fihrt schon innerhalb 8 Minuten zu einem Anstieg 
auf 0,377°/,, wihrend weitere Fortsetzung des Erhitzens mit 
Saure nur eine ganz langsame und gleichmiBig verlaufende Phos- 
phorséureabspaltung bewirkt. Dieses Verhalten entspricht vdllig 
den auch von Lohmann am frischen Muskel gewonnenen Er- 
fahrungen. 

Wahrend der frische Muskel unter Verwendung von fliissiger 
Luft verarbeitet worden war, wurde der Muskelbrei nach Zer- 
kleinerung der gesamten Muskulatur und deren Durchmischung 
entnommen und ohne Anwendung von fliissiger Luft nach Schenck 
gefallt. Man sieht, dab hier (Kurve A,) der Orthophosphorsiure- 
gehalt erheblich héher als in der frischen Muskulatur war, und 
nach kurzdauernder Hydrolyse tritt nur eine ganz geringfiigige 
Vermehrung der Orthophosphorsaure ein. Die Pyrophosphorsiure 
wurde also wihrend der Zerkleinerung der Muskulatur weitgehend 
gespalten. 

Im weiteren Verlauf ist die Hydrolysenkurve A, mit der an 
der frischen Muskulatur gewonnenen A, nahezu identisch, oder 
sie lauft doch parallel mit dieser in ihrer unmittelbaren Nahe. 
Auf die geringen Héhenunterschiede im Orthophosphorsiure- 
gehalt, der iiberall fiir den Muskelbrei etwas niedriger ist als im 
frischen Muskel, méchten wir keinen Wert legen, da der Muskel- 
brei sicher stirker mit Fett- und Sehnengewebe als die frisch 
verarbeitete Muskulatur durchsetzt war. 

Kurve A, zeigt das Verhalten des PreBsaftes. Man sieht, 
daB der Orthophosphorséiurewert von einem niedrigen Ausgangs- 
punkte (0,137°/,) zwar wahrend der ersten 8 Minuten der Hydrolyse 
sehr erheblich — namlich auf 0,244°/, — ansteigt, daB der An- 
stieg nach dieser kurzen Hydrolysezeit aber zunichst noch fast 
unvermindert fortschreitet. Nach lingerer Hydrolyse (mehr als 
2 Stunden) iibersteigt der Orthophosphorsiiurewert die an der 
frischen Muskulatur und am Muskelbrei gefundenen Zahlen. 

Kurve A, wurde an dem mit Quarzsand zerriebenen und 
mit den in der Arbeit von Embden, Griesbach und Schmitz 
angegebenen groBen Kieselgurmengen durchknetetem Material ge- 
wonnen, wobei durch Zusatz von Kieselgur der urspriingliche 
Muskelbrei in ein sich fast trocken anfiihlendes Pulver um- 
gewandelt wird. Aus der Kurve A, ergibt sich, daB ein Absinken 
der unmittelbar nachweisbaren Phosphorsiure schon vor der Preb- 
saftgewinnung erfolgt, und daB ebenso wie im PreBsaft schon 
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nach der Durchknetung mit Kieselgur eine Substanz nachweisbar 
ist, die sich bei der Hydrolyse wie Hexosediphosphorsiure verhilt. 

DaB die Menge dieser Hexosediphosphorsiure in der mit 
Kieselgur durchmischten Muskulatur geringer als im PreBsaft ist, 
geht aus dem Vergleich des Verlaufes der Kurven A, und A, 
ohne weiteres hervor, was wohl so gedeutet werden muB, dab 
noch wihrend der Pressung die Veresterung des Kohlenhydrats 
mit Phosphorsiure zunimmt. Eine weitere Hexosediphosphor- 
siurebildung beim Stehen des eisgekiihlten PreBsaftes findet nach 
unseren Erfahrungen nicht statt. 

Wir verzichten um so mehr darauf, mehr Versuchsbeispiele 
anzufiihren, als in allen Fillen, in denen die Muskulatur von 
vornherein einen stirkeren Glykogengehalt zeigte, das Verhalten 
ein sehr ihnliches war. Bei den glykogenarmen Tieren kam die 
Geringfiigigkeit der Hexosediphosphorsiiuresynthese dadurch im 
Kurvenverlauf zum Ausdruck, daB die am PreBsaft gewonnene 
Hydrolysenkurve innerhalb der ersten 7—8 Minuten nur einen 
geringfiigigen Anstieg der Orthophosphorsiure zeigte, und daB 
der weitere Verlauf der Kurve nur wenig steiler als an der frischen 
Muskulatur war. 

Hiernach erfolgt die Hexosediphosphorsiuresynthese im 
Muskelbrei erst nach dem Zusatz gréBerer Kieselgurmengen, und 
es liegt gewiB nahe, diese Synthese mit der wasserentziehenden 
Wirkung der Kieselgur unmittelbar in Zusammenhang zu bringen. 
Doch muf man natiirlich daran denken, daB die beobachtete 
Kieselgurwirkung auch auf anderem Wege, etwa durch elektive 
Adsorption bestimmter fiir den Verlauf des Kohlenhydratphosphor- 
siiureabbaus und -aufbaus wichtiger Jonen erfolgen kénnte. 

Wir sahen oben, daB schon bei der von uns angewandten 
Art der Muskelzerkleinerung die Pyrophosphorsiure fast vollig 
verschwindet und daher als Phosphorsiurequelle bei der sauren 
Hydrolyse von PreBsaftextrakten kaum in Betracht kommt. So 
erklirt es sich wohl, daB diese Substanz die annihernde Aqui- 
molaritit der Milchsiiure- und Phosphorsiurebildung in den 
iilteren Pre8saftversuchen aus dem hiesigen Institut nicht storte. 

Die oben mitgeteilten Untersuchungsergebnisse machen im 
ganzen die mehrfach erwiihnten Resultate von Embden, Gries- 
bach und Schmitz durchaus verstindlich, und namentlich er- 
weist sich die von diesen Autoren gezogene SchluBfolgerung, dab 
in ihren PreBsiiften eine Hexosediphosphorsiure oder ein hexose- 
diphosphorsiiurehaltiger Molekularkomplex vorhanden war, als 
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vollig richtig. Dariiber liBt die oben mitgeteilte Isolierung be- 
trichtlicher Hexosediphosphorsiuremengen keinen Zweifel. 

Wenn Pryde und Waters?) in einer Arbeit, in der der 
friiher im hiesigen Institut erhobene Befund, daB in der frischen 
Muskulatur sich ausschlieBlich Hexose m ono phosphorsiiure, aber 
keine Hexose di phosphorsiiure findet, durchaus bestitigt wird, auch 
bei Verarbeitung des PreBsaftes keine Anhaltspunkte fiir das 
Auftreten von Hexosediphosphorsiiure fanden, so diirfte das in 
erster Linie auf die Verwendnng von Kaninchenmuskulatur zuriick- 
zufihren sein. Die PreSsaftgewinnung aus Kaninchenmuskulatur 
vollzieht sich niimlich sehr viel leichter und ist namentlich bei 
einem sehr viel geringeren Kieselgurzusatz méglich, als es bei 
Hundemuskulatur der Fall ist, und gerade die Durchmischung 
der Muskulatur mit reichlichen Kieselgurmengen bildet ja fiir die 
Entstehung von Hexosediphosphorsiure eine wesentliche Voraus- 
setzung. 

Durch den Nachweis der Hexosediphosphorsiiure wird auch 
eine Kritik entkriftet, die Fiske und Subbarow?) an den von 
Embden, Griesbach und Schmitz aus ihren Versuchen ge- 
zogenen Folgerungen geiibt haben. 

Irrig war an diesen Folgerungen nur die Ubertragung des 
PreBsaftbefundes auf die frische Muskulatur. Die tiefgreifenden 
und iiberaus rasch verlaufenden Wandlungen, die in der Muskulatur 
unter verschiedensten Kinwirkungen besonders an den Phosphor- 
siureverbindungen sich vollziehen, waren eben zu jener Zeit noch 
unbekannt; aber gerade die nunmehr aufgeklirten PreBsaftbefunde 
der alteren Arbeit fiihrten schlieBlich zur Isolierung des Lacta- 
cidogens und bildeten den Ausgangspunkt aller spiteren Unter- 
suchungen iiber die Bedeutung der Phosphorsiure fiir den Kohlen- 
hydratstoffwechsel im tierischen Organismus und ebenso iiber die 
Beteiligung der Phosphorsiure an den mit der Muskelarbeit 
einhergehenden chemischen Umsetzungen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Herstellung von Prefsaft aus Hundemuskulatur 
unter den Bedingungen einer friiher aus dem hiesigen Institut 
verOffentlichten Arbeit kommt es wenigstens dann, wenn der 
Glykogengehalt der Muskulatur ein ausreichender ist, zur Bil- 
) Biochemic. J. 23, 573 (1929). 

*) J. of biol. Chem. 81, 632 (1929). 
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dung von Hexosediphosphorsiure, die in Form eines krystalli- 
sierten Salzes isoliert werden konnte — in einem Teil der Ver- 
suche in sehr erheblicher Menge (bis 6,5 g des reinen Brucin- 
salzes aus 600 ccm PreBsaft). Diese Hexosediphosphorsiure er- 
weist sich als identisch mit der bei der Girung von Trocken- 
hefe auftretenden und damit auch mit jener Hexosediphosphor- 
siure, die aus KaninchenmuskelpreBsaft nach Kinwirkung von 
Fluorionen von Embden und Zimmermann gewonnen wurde. 

2. Hiernach findet das vonEmbden, Griesbach undSchmitz 
beobachtete Auftreten iquimolarer Mengen von Milchsiure und 
Phosphorséure bei der Exposition von HundemuskelpreBsaft unter 
bestimmten Bedingungen seine Erklarung, und die auf Grund 
dieses Befundes von den Autoren gemachte Annahme des Vor- 
handenseins einer Hexosediphosphorsiure im HundemuskelpreB- 
saft erweist sich als richtig. Nur die Ubertragung dieses Be- 
fundes auf die lebensfrische Muskulatur war unberechtigt. 

3. Die Bildung von Hexosediphosphorsiure beginnt in einer 
bestimmten Phase der Verarbeitung der Muskulatur, namlich bei 
der Vermischung des Muskelbreis mit groBen Kieselgurmengen. 
Ks liegt nahe, diese durch Kieselgurzusatz hervorgerufene Syn- 
these mit ihrer wasserentziehenden Wirkung in Zusammenhang 
zu bringen und in dieser Wirkung ein Analogon zur Begiinstigung 
der gleichen Synthese durch solche Ionen zu erblicken, die am 
quellungshemmenden Ende der Hofmeisterschen Reihe stehen. 

4. Schon vor dem Kieselgurzusatz und damit vor dem Kin- 
tritt der Hexosediphosphorsiurebildung wird die Pyrophosphor- 
siure bzw. der Pyrophosphorsiiurekomplex der Adenosintriphos- 
phorsiure fast véllig abgebaut. 
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Uber Emulsin. 
Ill. Mitteilung.) 


Von 
Burekhardt Helferich und Hellmut Bredereck. 


(Aus dem Chemisechen Institut der Universitat Greifswa'd und dem Chemischen Laboratorium 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Mai 1930.) 


Wie in den beiden friiheren Veréffentlichungen ist das Emulsin 
auch in dieser nur auf seinen Gehalt an (-(Glucosidase untersucht. 
Die in der letzten Arbeit angegebene Bestimmungsmethode 
ist in zwei Punkten abgeindert. Es wurde eine Wasserstoffionen- 
konzentration von 4,5 angewandt (friiher 4,7), durch Acetat- Puffer 
eingestellt, und es wurde als Bestimmungstemperatur (statt friiher 0°) 
30,0° gewahlt. Damit erreicht man die gleichen Bedingungen, 
die Josephson in seiner umfangreichen Arbeit iiber Kmulsin?) 
und in zwei spiteren Verdéffentlichungen*) zur Berechnung von 
Sal. f vorgeschlagen und angewandt hat. Um mit seinen Angaben 
vergleichbare Werte zu bekommen, ist in der vorliegenden Arbeit 
die Wertigkeit eines Praparates oder einer Lésung auch in Sal. / 
angegeben. 

Schon in der letzten Arbeit?) waren Ultrafiltrationsversuche 
des Emulsins angefiihrt. Inzwischen ist die Technik der Ultra- 
filtration durch Bechhold weiter erheblich verbessert*). Mit 
dieser neuen Technik wurden die Versuche zur Reinigung der 
8-Glucosidase des Emulsins fortgefiihrt. Als Resultat der sehr 
zahlreichen und zeitraubenden Versuche hat sich ergeben: Schon 
durch ein Kollodium-Filter aus 2,8°/,iger Eisessig—Kollodium- 
lésung wird ein erheblicher Anteil des Ferments zuriickgehalten. 
Durch geeignetes Auswaschen und Wiederholen der Ultrafiltration 
durch verschieden-porige Filter kénnen Priiparate von sehr hoher 
Wirksamkeit erhalten werden. Die besten ‘T'rockenpriiparate 


1) IL. Mitteilg. Diese Z. 128, 99 (1923). 
*) Diese Z. 147, 1 (1925). 

5) Ber. chem. Ges. 1925, 2726; 1926, 821. 
*) Z. f. angew. Chem. 1924, 494. 
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zeigen Sal. f= 11,1 gehen also iiber die besten von Josephson 
durch Adsorption erhaltenen hinaus. Da das Ausgangsmaterial 
ein Sal. f von 0,015 zeigt, ist also eine Steigerung auf das 
740-fache erreicht. Allerdings ist die Ausbeute sehr gering. Sie 
erreicht bei den wirksamsten Priparaten nur 1°/, der in dem 
Ausgangsmaterial vorhandenen Menge Ferment, vorausgesetzt daB 
die Wirksamkeit, unbekiimmert um ldsliche und nicht lésliche 
Begleitstoffe, wirklich mit der Fermentmenge proportional ist. 

Der Aschengehalt ist bei den mehrfach ultrafiltrierten Pra- 
paraten sehr gering. Schon bei Sal. f = 3,1 wurde z. B. nur noch 
unter 0,025°/, Glihriickstand gefunden. 

Die spezifische Drehung der wirksamen Priiparate liegt 
zwischen — 18° und — 25°. 

Auch die wirksamsten Priiparate zeigen noch EiweiBreaktionen. 
Kin Priparat Sal. f= 4,5 ergab noch 70°/, durch Erhitzen der 
wiiBrigen Loésung koagulierbares Material. 

Die hochwirksamen Priparate konnten aus Wasser nicht 
mehr mit Aceton allein, sondern nur nach weiterem Zusatz von 
Ather gefillt werden. Gegen Bestrahlung mit ultraviolettem Licht 
sind die Fermentlésungen sehr empfindlich. 

Um die Ultrafiltration auch an einem anderen Ferment zu 
priifen, wurde #,h-Fruktosidase aus Hefe in der gleichen Weise 
ultrafiltriert. Wir sind Herrn Gootz fiir diese Versuche zu Dank 
verpflichtet. Auch hier zeigt sich eine erhebliche Steigerung der 
Wirksamkeit. 

SchlieBlich sei noch erwihnt, da8, nach vorliufigen Versuchen, 
sich durch die hochwirksamen Priparate (Sal. f = 4) ein Abbau 
von Cellulose zu reduzierenden Zuckern erreichen 1&Bt. 


Die Arbeit wird fortgesetzt. Der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft sind wir fiir die Gewihrung von Mitteln zur Unter- 
stiitzung dieser Arbeit zu ergebenstem Dank verpflichtet. 

Ebenso haben wir zu danken Herrn Prof.Gildemeister und 
der Firma Schimmel & Co., Leipzig, die uns bei Beschaffung 
und Verarbeitung des Ausgangsmaterials unterstiitzt haben. 


Bestimmungsmethode. 


2.5000 g Salicin werden im MeBkélbchen (100 ccm) in etwa 
60° ecm Wasser ’) gelist, bei Zimmertemperatur 10,0 ccm n/10- 


) In der ganzen Arbeit wurden nur doppelt destilliertes Wasser (das 
ethieians aus Jenaer Geriteglas) und Gerite aus Jenaer Glas verwandt. 
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Natriumacetat und 19 ccm n/10-Essigsiure zugegeben und auf 
100 ccm aufgefiillt. 

Zu jeder Bestimmung werden 2—10 mg des Ferment- 
priparates (je nach Wirksamkeit) mit 1,0 com Wasser befeuchtet 
(oder 1,0 com der zu untersuchenden Fermentlisung bzw. -auf- 
schlammung verwandt), im Thermostaten auf 30,0° gebracht, nach 
5—10 Min. mit 4,0 com der ebenfalls 30,0° warmen, gepufferten 
Salicinlésung versetzt und die Mischung eine genau gemessene 
Zeit bei 30,0° aufbewahrt. Zur Unterbrechung werden etwa 
0,2 g Kaliumecarbonat zugegehen, nach dem Erkalten auf Zimmer- 
temperatur durch ein trocknes, gewohnliches Filter filtriert, bis 
die Flissigkeit zur Beobachtung im Polarisationsrohr geniigend 
klar geworden war und dann die Drebung bestimmt (meist, wegen 
der Farbung der Fliissigkeit, im '/,-Dezimeter- Rohr). 

Die Spaltungszeit wurde so gewihlt, daB die beobachtete Drehung 
nicht allzuweit von + 0° lag. py = 4,5 (kolorimetrisch gemessen). 

pw te aaa a 


t r 

¢ = Versuchsdauer in Minuten 

A = Anfangsdrehung der Salicinlésung = — 2,51° 

E£ = Enddrehung nach vollstandiger Spaltung = + 1,30° 

a, = Beobachtete Drehung nach unterbrochener Spaltung nach ¢ Minuten 
Ferment-Einwirkungszeit. 

Die Drehungen sind fiir 2-dm-Rohr beobachtet bzw. umgerechnet. 

g= Gramm Ferment-Trockenpraparat auf 50 cem Bestimmungsmischung, 
oder Trockenriickstand von 10 ccm der verwandten (und bei der Be- 
stimmung mit 40 ccm Salicinlésung vermischten) Fermentlésung oder 

-aufschlimmung. 

Die Arbeit war beim Erscheinen der Angaben von R. Weidenhagen') 
schon so weit vorgeschritten, daB eine Anderung der Bestimmungsmethode 
untunlich erschien. In Zukunft soll aber den sehr einleuchtenden Vor- 
schligen dort Rechnung getragen und die Salicin-Konzentration entsprechend 
erhéht werden. 


Darstellung von /-Glucosidase (Emulsin). 


1 kg fein gepulverte PreBkuchen aus siiBen Mandeln werden 
mit 3,5 Liter Wasser angerieben, nach 1'/,-stiindigem Aufbewahren 
bei Zimmertemperatur in einer hélzernen Fruchtpresse abgepreBt 
und das triibe Filtrat zunachst mit 3—4 Volumteilen Aceton, 
danach mit so viel Ather versetzt, bis die iiber dem entstandenen 
Niederschlag befindliche Fliissigkeit sich in zwei Schichten trennt. 
Beide Schichten Fliissigkeit werden abgegossen, der Riickstand 





1) Z. f. Ver. Deutsch. Zuckerindustrie, 79, 596 (1929). 
18* 
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mit Aceton angerihrt und mit Ather versetzt, bis wiederum zwei 
Schichten entstehen und dies mit dem Riickstand so oft wieder- 
holt, bis auch beim Zusatz von viel Ather keine Trennung der 
Fliissigkeit in zwei Schichten mehr erfolgt, bis also das Wasser 
aus dem Niederschlag weitgehend entfernt ist. Der Niederschlag, 
der an den GefiBwanden haftet, kann nun durch AbgieBen recht 
weitgehend auch von Aceton und Ather befreit werden. Durch Ver- 
reiben unter neuem Aceton wird er in kurzer Zeit pulverig und 
filtrierbar. Nach dem Absaugen und Nachwaschen mit Aceton 
wird er an der Luft getrocknet. Zur weiteren Reinigung lést 
man — in mehreren Portionen — die Substanz in im ganzen 
800 ccm Wasser (Verreiben im Morser) und fallt unbekiimmert 
um ungeléste Anteile die Hauptmenge des Eiweib-Ballastes durch 
Zusatz von 500 ccm einer 10°/,igen Zinksulfatlésung. Die von 
dem entstandenen Niederschlag abgegossene Fliissigkeit wird wie 
oben mit Aceton und Ather gefillt. 

Auf diese Weise erhalt man etwa 50—55°/, der in dem 
Ausgangsmaterial durch die Bestimmungsmethode nachweisbaren 
Menge £-Glucosidase (27—48 g von dem Sal. f 0,26—0,13). Zur 
weiteren Reinigung wurden z. B. 12,5 g eines solchen Priparates 
in zehn Teilen Wasser soweit als méglich gelést, durch ein ge- 
wohnliches Filter und dann durch einen unglasierten Bechhold- 
tiegel (vgl. unten) filtriert und die so gewonnene klare, gelbliche 
Lisung ultrafiltriert. 

Zur Ultra-Filtration verwandt wurden Bechhold-Kdénig- 
tiege! der Staatlichen Porzellanmanufaktur Berlin, Gréfe Nr. 1. 

Zur Piiparierung nach Bechhold') wurde jeder Tiegel 1—2 Stunden 
in heiBer Chrom-Schwefelsiure gereinigt, in destilliertem Wasser bis zur 
vélligen Freiheit von Chrom gewaschen, im Trockenschrank bei 100° ge- 
trocknet und bis zum Gebrauch im Exiccator aufbewabrt. Zur Verwendung 
wurde der Tiegel auf einen mit einer Saugflasche verbundenen senkrecht 
gestellten VorstoB gesetzt, mit emer Wasserstrahlpumpe eine Druckdifferenz 
von etwa 300 mm hergestellt, unter dauerndem Saugen der Tiegel bis an 
den oberen Rand mit Eisessig-Kollodiumlésung (10°/, kaufl. von Kahl- 
baum, mit EKisessig bis zur gewiinschten Konzentration verdiinnt) gefiillt, 
nach genau 1 Minute das Saugen unterbrochen, der Tiegel unter stetem 
Drehen und Wenden ausgegossen, dann, wenn nichts mehr herausfloB, einige 
Sekunden senkrecht gehalten, bis sich der Boden wieder mit einer gleich- 


miBigen Schicht von Flissigkeit bedeckt hatte, und nun wiederum unter 
Drehen und Wenden in kaltes destilliertes Wasser gelegt. Das Wasser wurde 


') Bechhold, Z. f. angew. Chem. 1924, 494; da es auf geringe Einzel- 
heiten ankommt, ist die in dieser Arbeit angewandte Priparierung der 
Tiegel oben genauer beschrieben. 
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erneuert, bis es nicht mehr sauer reagierte und erst nach weiterem tiichtigen 
Auswaschen auf der Saugflasche die zu filtrierende vorfiltrierte klare Emul- 
sinlésung eingefiillt. 

Es wurde bei einer Druckdifferenz von 300—400 mm ultrafiltriert. Die 
Zeitdauer ist, je nach Filterdichte und nach Reinheit der Lésung ver 
schieden (24 Stunden bis 3 Stunden fiir etwa 20 ccm). 

Zum Auswaschen wurde der im Tiegel verbliebene Rest mit Wasser 
herausgespilt und verdiinnt. Die so erbaltene, durch Austlockungen getriibte 
Lésung wurde zur Klirung mehrfach durch ein gewoéhnliches Papiertilter 
gegossen und dann zur weiteren Ultrafiltration in einen neuen ‘Tiegel ge- 
geben, oder auf Ferment durch Fallen mit Aceton und Ather verarbeitet. 





Ultrafiltration. 
2 Verlust 
os Darin er 7” erlus 
Liésung reamen i Wertbestinmung Menge d daveh 
In ° ’ . x Wert Probe- 
S in g Oe § Sal. / entnahme 
1. Durch Filter aus 2,8 °/,iger Loésung. 
a) | 24,0 1,4095 10 | —0,24 | 0,1924 | 0,204 0,288 6", 
b) | 36,7 1,1616 25 | —1,00 | 0,1056 | 0,083 0,0964 5%, 
ce) | 4,9942] 0,0686 | 10 | +0,88 | 0,0445 | 2,15 0,1474 


Weiter durch Filter aus 3,7 °/,iger Lisung. 
’ 10*D £ 











d) | 46,9 1,1699 20 | —2,04 | 0,1321 | 0,0216 | 0,0254 
e) | ae 0,0633 | 5 ee 0,0392 | 1,01 nine 
2. Durch Filter aus 5 °/,iger Loésung. 
f)' | 30,3 1,990 | 10 | —0,08 | 0,207 | 0,213 | 0,425 5 °/, 
g) | 94,38 | 1,6294 | 30 | —2,28 | 0.1687 | 0,00534] 0,0087 
h) | 75196] 0,0705 5 | —0,32 | 0,0217 | 3,42 0,241 


Erliuterungen: Zu a) und f) wurden vorfiltrierte Lésungen genommen. 
b), d), g) sind die Ultrafiltrate (plus Wasechwasser); c’, e), h) sind die Tiege! 
riickstiinde, die mit Wasser méglichst vollstandig aus den Tiegeln aus- 
gespilt sind. 

Ergebnisse: Bei der Ultrafiltration durch 2,8 °/,iges Filter 
gehen von dem Ferment (d.i. von dem Menge—Wertprodukt) in 
das Filtrat 35,5 °/,, im Tiegelriickstand sind nachzuweisen 54,5 °/). 
10°/, gehen verloren (bleiben im Tiegelmaterial absorbiert?) 

Bei 3,7°/,igem Filter gehen von schon einmal durch 2,8°/, iges 
Filter filtriertem Material in das Filtrat 27,5°/,, in den Tiegel- 
riickstand 69,5 °/,, in Verlust geraten nur 3 °/,. 

Bei 5°/,igem Filter gehen von nur vorfiltriertem Material 
in das Filtrat nur 2°/,, im Riickstand sind nachzuweisen 60 °/,, 
in Verlust geraten 28 °/,. 


) 
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Sal. F’ des Wie oft Wertbestimmung des Filtrats 
Nr. | Ausgangs- aus- oes 
gewaschrn t Oo, g | Sal. f 


Steigerung der Wertigkeit durch Ultrafiltration (Filter aus 5 °/,iger 
Lésuny) und Auswaschen mit Tiegelwechsel. 


1 a 
2 0,059 
3 0,059 
4 0,26 
5 0,19 








a 





— 1,64 
—0,72 
+ 0,96 
+0,20 
+ 0,04 


| 0,8 0,015 
| 0,032 0,45 
0,05 1,83 

| 0,02 4,5 

| 0,02 8,0 





Zur weiteren Steigerung wurden Priiparate des Sal. f etwa 7,0 weiter 
durch Filter aus 2,8 °/,iger Lésung filtriert. 


7,0 


6 
7 6,5 


Gegeniiber dem Ausgangsmaterial 1, gepulverten Sii8mandel- 
preBkuchen, von Sal. # 0,015 ist das beste Priparat 7 also 


| 4 mal 
6 ”? 


740 mal wirksamer. 


3 
3 | 


+0,82 
+0,48 


0,02 | 
0,02 


9,8 
11,1 
































Aschebestimmungen. 
y Aus- ' —— 
Nr. Sal. f Substanz Glithriickstand | °/, Asche 
gewaschen 
1 0,47 _ 0,0150 0,0011 7,3 
2 0,88 2 mal 0,0140 0,0003 2,1 
3 1,4 -™ 0,003290 0,000050 1,5 
4 3,1 ~_ 0,021828 0,000168 0,77 
5 4,5 _ 0,004640 0,000001 0,02 
Spezifische Drehung des Emulsins in Wasser. 
oF Konzentration 900 
Nr. Sal. r (ol 
- me (*/, dm-Rohr) in */, ID 
4,5 —0,08 0,89 —18° 
2 6,5 —0,16 1,27 —25° 
3 9,6 —0,11 1,12 —20° 














Das spezifische Gewicht der Lésung ist gleich 1 gesetzt. 
Bei der geringen Konzentration sind die Bestimmungen mit 
erheblicher Fehlergrenze behaftet. 





toe fo alu! 
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Vergleich der Bestimmung /£-10° nach der Mitteilung 2 (bei 0°) mit Sal. 7. 











Nr. Sal. f k+10° (bei 0°) 
1 0,6 500 
2 45 4115 








Durch diese Bestimmungen wird ein Vergleich mit den 
Praparaten der ersten Arbeit erméglicht. Das damals_ beste 
Priparat (E IV)') von &- 105 = 1202 entspricht also einem Sal. f 
von etwa 1,4. 


Ultrafiltration von §,h-Fructosidase aus Hefe (bearbeitet von Hrn. Gootz). 





Nr. Ultrafiltriert Zeitwert 

1 — 122 

2 2 mal durch 5°, 8,3 

3 desgl. 6,7 

4 desgl. 5,9 

5 3 mal durch 5 °/, 5,7 

6 3 5, » 2,8 °/, 2,2 

7 2 yy ” 2,8 "lo 1,7 

8 on 0,55 








Erlauterungen: Nr. 1 ist die aus Hefe nach einer der be- 
kannten Methoden hergestellte Enzym-Ausgangslésung. Die Masse 
der EiweiBbegleiter ist durch Zinksulfat gefallt. Jede weitere 
Nummer ist durch Weiterbehandlung der vorhergehenden ge- 
wonnen. Nr. 8 ist die 3 Wochen lang unter Toluol aufbewahrte 
Lésung Nr. 7, die von dabei entstandenen Ausflockungen ab- 
filtriert war. 

Als Zeitwert ist gemessen — im AnschluB an den von 
Tompson und y. Kuler gemachten Vorschlag — die Zeit bis 
zur 75,95 °/,igen Spaltung (+0-Drehung) einer 16 °/,igen Rohr- 
zuckerlésung bei 30° (nicht bei 15,5°!), p,, = 4,7 (Phosphatpuffer), 
durch 0,05 g Fermenttrockenpriparat (Trockenriickstand) in 25 cem 
Bestimmungsgemisch. Der beste Wert (Nr. 8) ist also noch etwa 
10 mal schlechter (unter Beriicksichtigung der verschiedenen 
Temperatur) als der beste von Willstatter und Schneider.) 

Die Ultrafiltration ist in der gleichen Weise wie bei der 
B-Glucosidase durchgefiihrt. 





1) Diese Z. 117, 168 (1921). 
*) Diese Z. 142, 287 (1925). 
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Bemerkung zu unserer Arbeit ,,Zur Konstitution des Anserins”™. 
Von 


Wilhelm Linneweh und Friedrich Linneweh. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wtirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juni 1930.) 


Zu unserer Untersuchung, bei der wir Carnosin als Analogon 
benutzten, méchten wir noch nachtragen, daB die Linksdrehung 
des im Carnosin gebundenen Histidins schon aus der Carnosin- 
synthese von Baumann und Ingvaldsen?) hervorgeht. Diese 
verwandten dazu ein Histidinpraparat, das linksdrehend gewesen 
sein muB, da sie es durch Hydrolyse des BluteiweiB gewannen. 


1) Diese Z. 189, 80 (1930). 


*) J. of biol. Chem. 35, 266 (1918). 








